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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméfena na metody, pomoci kterych je mozné odstranit
biologické kontaminace z vody. Testovanymi metodami byla fotokatalyza, fotolyza,
pouziti  chlornanii a  peroxidu  vodiku. Testovanymi  organismy  byly
Parachlorella kessleri, Saccharomyces cerevisiae a Escherichia coli. Na zakladé

experimentli byly vyhodnoceny t¢inky jednotlivych metod.

KLIiCOVA SLOVA
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TITLE

Alternative methods of reduction biological contamination in the water

ANNOTATION

This diploma thesis is focused on methods, by which is possible to remove
biological contaminations from the water. The tested methods were photocatalysis,
photolysis, the using of hypochlorites and hydrogen peroxide. The tested organisms were
Parachlorella kessleri, Saccharomyces cerevisiae and Escherichia coli. On the basis this

experiments were determinated the effects of individual methods.
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UvVOD

V soucasné dob¢ je velkym problémem znecisténi vody, které ma za néasledek Sifeni
nebezpe¢nych onemocnéni. Voda byvd znecisténa fyzikdlnimi, chemickymi
a biologickymi necistotami. Hlavnimi biologickymi ¢initeli jsou fasy, améby, viry, sinice
a fada mikroorganisml, jako jsou bakterie, mikroparazité, kvasinky nebo plisné.
Z mikrobiologického hlediska jsou nejvice znecisténé odpadni vody ze zemédé&lstvi
a komunalni vody. Rasy, améby a sinice jsou nebezpeéné hlavné ve vodnich nadrZich.
Je tedy velmi dulezité, aby se béhem uprav vod odstranilo co nejvice kontaminaci. Vodu
je mozno upravovat riuznymi chemickymi, fyzikdlnimi ¢i biologickymi postupy.
Pti mikrobiologickém rozboru vody jsou dle vyhlasky ¢&. 252/2004 Sb. sledovany
indikatorové bakterie (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium
perfringens), enteroky nebo jiné koliformni bakterie (rod Citrobacter, Klebsiella,
Enterobacter). Jakost vod ve vodnich nadrzich se provadi od dubna do fijna a zahrnuje
méfeni chlorofylu-a, prihlednosti ¢i teploty vody. Stanoveni chlorofylu-a je provadéno
dle platné normy CSN EN ISO 10260.

V teoretické Casti diplomové prace jsou shrnuty poznatky o vodég, jako je jeji déleni
a vysetfovani. Dale jsou zde uvedeny metody odstrafiovani riznych kontaminaci z vody.
Posledni cast je vénovana biologické kontaminaci vody. Experimentdlni cast této
diplomové prace je zaméfena na odstranovani fas (Parachlorella kessleri), kvasinek
(Saccharomyces cerevisiae) a bakterii (Escherichia coli) za pouziti fotolyzy,

fotokatalyzy, pfidavki peroxidu vodiku a SAVO original.
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TEORETICKA CAST
1 VODA

Podle zakona 254/2001 Sb., Zakon o vodach a o zméné nékterych zakont (vodni
zékon) se voda rozdéluje na dva zdkladni typy — voda povrchovd a voda podzemni
(Sbirka zakonti, 2001).

Povrchova voda pochazi hlavné ze srazek a vyskytuje se na zemském povrchu.
Pro tyto vody je charakteristicky Zivot riznych organismu, které ji uritymi zpusoby
ovliviiuji. Dle odtokového procesu ji lze rozdélit na plosny srdzkovy odtok, vodni toky
avody stojaté. Povrchova voda vznika pievazné z atmosférické vody a je mozno ji
rozd¢lit na vodu stojatou a tekouci (Maly a Mala, 2006; Pitter, 2015; Tlapak et al., 1992).

Pudni voda se vyskytuje v pad¢, ale nevytvaii souvislou hladinu. Tato voda je pro
lidi nevyuzitelnd, protoze se nedd jimat ani Cerpat, ale je velmi dalezitd pro zavlahu
zemédélskych plodin. Lze ji rozdé€lit na vodu adsorpéni, kapilarni a gravitaéni.

Podzemni voda se pfirozené vyskytuje v zemskych puklinidch, dutindch a dalSich
porech hornin bez ohledu, zda tvofi nebo netvoti souvislou hladinu. Mezi podzemni vody
fadime i vody ve studnich a vrtech. Podzemni voda z prameni nebo studni je
Zz mikrobiologického hlediska vétSinou nezavadnd, protoze pronikdnim vody pidou se
voda zbavuje necistot a obohati se o mineraly obsazené v pudé¢. Ukazatelem chemického
sloZzeni podzemni vody jsou klimatické, geografické, biochemické a fyzikalné-chemické
faktory. Pocet mikroorganismii se s hloubkou vody snizuje z divodu klesani obsahu
kysliku a Zivin, které mikroby potiebuji pro Zivot (Michek a Dafti¢kova, 2007,
Zelinka, 2003; Pitter, 2015; Hanousek, 2005).

1.1 Déleni vod dle vyuziti

Zékladni déleni vody dle jejiho vyuziti je na vody pitné, uzitkové a provozni.
Tyto vody se lisi nejen svou kvalitou, ale také zplisobem jejich ziskavani.

Pitna voda musi splilovat vesSkeré zdravotni a technické naroky. Nikdy nesmi
obsahovat Skodliviny, jako jsou latky toxické, radioaktivni nebo biologicky aktivni latky
a organismy, které by mély neblahy vliv na lidské zdravi. Pitna voda by méla obsahovat
dostatek biogennich prvki. Zatizeni pro pitnou vodu musi byt zabezpecena pied
znecisténim. Kvalitni pitnd voda by méla byt chutnd, neméla by zapachat a méla by dobie

vypadat (Pitter, 2015).
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Uzitkova voda je hygienicky nezavadna, ve které se nevyskytuji bakterie a ani
neobsahuje zdravi Skodlivé latky. Uzitkova voda vSak neni urCend k pfimému poziti.
Vyuziva se omezen¢, naptiklad k prani pradla nebo ke koupani, nesmi vSak byt vyuzita
k oSetfovani osob se sniZzenou imunitou. Z uzitkové vody nesmi byt pfipravena strava ani
se nesmi pouzivat k omyvani nadobi (Svec a Plesnik, 1986).

Provozni vody se vyuzivaji K vyrobnim a nevyrobnim procesim. Dle tcelu je lze
rozdélit na vody chladici, napajeci, betonaiské, plavici a proplachové. Rozvody pro
provozni, uzitkovou a pitnou vodu musi byt vzdjemné oddéleny a musi byt barevné

odliseny (Svec a Plesnik, 1986; Lukasova, 2001).

1.2 VySetieni kvality vody

Voda se tfadi mezi nejvice kontrolované produkty, které jsou urcené k piimé
spotiebé (Maly a Mald, 2006). Vyskyt bakterii v pitné vodé, zplsobeny kontaminaci
lidskymi nebo zvifecimi exkrementy, je nejcastéjSim a nejroz$ifenéjSim zdravotnim
rizikem na svété. Konzumace vody kontaminované bakteriemi zpusobuje rizna zavazna
lidsk4 onemocnéni. Jedinym a pfedevs§im dostupnym feSenim, které vede ke zjiSténi miry
a charakteru kontaminace, je laboratorni rozbor vzorku vody. Vystupem z analyzy je

hodnoceni  vody z hlediska fyzikalniho, chemického a  mikrobiologického

(Zhou et al., 2011).

1.2.1 VySetieni mistni

Mistni vySetfeni slouzi ke zjisténi faktord, zapticinujicich kontaminaci vodniho
zdroje. VSeobecné se u vodnich zdroji posuzuje misto a vzdalenost od kanalizaci
a hnojist. Dale se u tekoucich vod vénuje pozornost tovarndm umisténym proti proudu
vody. VySetfeni mistni pfedchéazi vySetieni laboratornimu, pficemz diky pfesnym udajim
vychdzejicich z vySetfeni mistniho a nasledn€ laboratorniho se sndze stanovi zdroj

znecisténi (Fresenius et al., 1988).

1.2.2 VysSetieni laboratorni

K laboratornimu vySetieni se odebiraji 2 vzorky vody do litrové sterilni ldhve dle
pfedepsanych pravidel. Vzorek se musi dopravit do laboratofe do 12 hodin od odbéru.
Jeden vzorek je nutny pro fyzikalni a chemické vySetieni. Druhy pro vySetieni

mikrobiologické (Frais et al., 1983; CSN EN ISO 5667 — &ast 3, 5, 14).
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Fyzikalni vySetfeni vody se provadi pfed chemickou a mikrobiologickou analyzou.
Pti tomto vySetfeni se hodnoti zakal, barva, vuné, zapach, chut’ a teplota. Zakal mohou
zpusobit organické latky, ale také mikroorganismy ¢i fasy. Chut se hodnoti pouze
u mikrobiologicky nezavadné diikladné¢ dezinfikované vody. Barva a intenzita zabarveni
se hodnoti az po usazeni necistot. Zdpach muze byt zpisoben piitomnosti anorganickych
a organickych latek nebo mikroorganismu (Frais et al., 1983).

Chemické vySetreni vody informuje nejen o pritomnosti latek, které by pii vyssich
koncentracich ovliviiovaly kvalitu vody, ale i 0 pfitomnosti latek — indikatord zavadnosti
vody, napt. dusitany jsou indikatorem Cerstvého fekalniho zneciSténi. Pi tomto vySetieni
se hodnoti pH a nasledné ptfitomnost amoniaku, dusitant, chloridl, Zeleza a dusi¢nand.
Ze zdravotnického hlediska se musi sledovat mnozstvi chloridovych a amonnych iontd.
Jejich zvySeny obsah indikuje fekalni zneciSténi vody, které je zplisobeno moci a stolici

zvitat a lidi (Hausler, 1994; Svec a Plesnik, 1986).

1.2.3 Mikrobiologicky rozbor vody

Mikrobiologicky rozbor je zalozen na sledovani mikroorganismi, které poukazuji
na fekalni a obecné zneciSténi. Sleduji se tedy indikatory zneciSténi vody patogennimi
bakteriemi.

Hlavnim ukazatelem je zvySeny ndlez mezofilnich, psychrofilnich a koliformnich
bakterii, které jsou nepatogenni, popiipadé podminéné patogenni, jelikoZ se pfirozené
vyskytuji v zaZivacim traktu zvifat a lidi. Hodnoti se titr Coli, vyjadiujici nejmensi
mnozstvi vody, ve kterém se vyskytne alesponl jeden mikrob, a index Coli, ktery urcuje
pocet koliformnich mikroorganismu v 1 litru vody. Vyhradné pii vazném podezieni na
pfitomnost patogennich mikroorganismi se provadi cilené vySetieni vody, jelikoz je
vySetieni velmi rozsahlé, pracné a finanéné naro¢né. Vody se dle Cistoty déli do 4 skupin,
které jsou dané &eskou technickou normou 75 7221 (CSN), a to na podzemni vodu,
mineralni vodu, termalni vodu a vodu viidelni (Rihové Ambrozova, 2007; Jonas, 1990).

Pti mikrobiologickém rozboru pitné vody je nutné stanoveni nékolika ukazatel:
sleduje se ptitomnost bakterii — Escherichia coli (E. coli), enterokoky, Clostridium (Cl.)
perfringens, Pseudomonas (P.) aeruginosa, koliformnich bakterii a pocet kolonii (CFU)
pii teplotach 22 °C a 36 °C. Sleduje se i vyskyt vird. Vzhledem ke zdravotnim hlediskiim

je monitorovani vyskytu patogennich bakterii velice dilezité. Mikroorganismy mohou
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vyvolavat fadu vaznych alimentarnich nebo koznich onemocnéni (Votava, 2003;
Mlejnkova a Chaloupek, 2014).

Bakteriologicky rozbor vody se ve vétsiné ptipadt provadi kultivacné, ale lze
vyuzit 1 mikroskopii. Kultivace se dé¢li na metody statické a kontinualni.

Kontinualni (pritokova) kultivace je kultivace, pfi které jsou k rostouci kultute
neustale privadény Cerstvé ziviny a odvadény prebytky.

Staticka kultivace probihd na povrchu pevného nebo tekutého média, které je
zpoCatku bohaté na ziviny, ale béhem riustu bakterii jsou Ziviny vycerpany

(Bunkova a Dolezalova, 2010).

1.3 Zdroje zneciSt'ovani

V ptirodé¢ se nevyskytuje naprosto Cistd voda. Voda pokazdé obsahuje nejen
chemické latky (roztoky soli a plynil), ale 1 zivé organismy. Vysoky obsah Skodlivin je
mnohem ¢astéj$i a je zpisoben pievazné lidskou ¢innosti. Zdroje znecisténi 1ze rozdélit
do ¢tyt skupin — bodové, plosné, difuzni a tepelné zdroje znecisténi.

Bodové zdroje znecisténi jsou nejcastéji primyslové a odpadni vody. Jedna se
0 urcité zdroje, ze kterych jsou Skodlivé latky potrubim, kanaly nebo piikopy piivadény
do povrchovych vod. Tyto zdroje jsou lehce nalezitelné a je mozno je monitorovat
aregulovat. Mezi tyto zdroje fadime tovarny, &istirny odpadnich vod (COV), tankery,
skladky a potrubi.

Plo$né zdroje zneciSténi jsou prisakové a splachové vody. PloSnym zdrojem se
rozumi rozsahlé uzemi, kdy jsou Skodlivé latky splavovany z tohoto uzemi povrchovymi
vodami. Zdroje je nelehké a velmi nakladné najit a kontrolovat. Patfi sem pfedevSim
zemédélsky obdélavana pole a pastviny, parkovisté ¢i golfova hiiste.

Diftizni zdroje znedisténi jsou rozsitené bodové zdroje.

Tepelné zdroje znedisténi jsou takové zdroje, které prebyteénym ptivodem tepla
do vody zrychluji biochemické procesy, snizuji rozpustnost kysliku ve vodé¢ a maji
neblahy vliv na ryby (Pitter, 2015; Cenia, 2015).

Souhrn faktord, zdroji a uCinkd znecisténi vody je wuveden v tabulce 1

(Cenia, 2015).
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Tabulka 1 — Souhrn faktort, zdroji a G¢inki zne¢isténi vody (prevzato a upraveno: Cenia, 2015)

Znecist'ujici faktory

Zdroje znecisténi

U¢inky znecisténi

Bakterie, viry, parazité

Vykaly lidi a zvitat

Infek¢éni onemocnéni

Organické odpady

Zemédé€lstvi, splasky

Uhynuti ryb

Anorganické chemické
latky

Cistici prostiedky, odpadni
vody z tovaren

Rakovina ktize, poskozeni
nervi, voda neni pitna

Organické chemikalie

Cistici prostiedky, odpadni
vody z tovaren

Rakovina ktize, poskozeni
nervi, uhynuti ryb

Hnojiva

Hntj, splasky

Rychlejsi rist tas, kdy jejich
zbytky potiebu;ji kyslik —
uhynuti ryb

Usazeniny

Eroze

Zakaleni vody — zpomaleni

fotosyntézy, pienos skodlivin

Radioaktivni latky

Tézba a vyroba uranu,
jaderné elektrarny, vyrobny
jadernych zbrani

Rakovina, genetické mutace,
vrozené vady

Nadmérné teplo

Chlazeni v tovarnach a
elektrarnach

Poskozeni vodnich
organismi

19




2 METODY SNIZOVANI ZNECISTENI VE VODACH

Voda mlze byt upravovéna a ciSténa riznymi fyzikdlnimi, chemickymi nebo
biologickymi metodami. Vybér vhodné metody ¢i jejich kombinace je zavisly na mnoha
faktorech, napft. o jaky druh zneciSténi se jedna nebo k ¢emu ma voda nasledné slouzit.
Mezi fyzikalni metody patii filtrace, sedimentace a membranové procesy. Do metod
chemickych ftadime oxida¢ni procesy (chlorace, ozonizace, fotokatalyza), srazeni,
koagulaci a flokulaci. Biologickymi metoda jsou pfevazné ¢isténi odpadnich vod pomoci
tzv. aktivovaného kalu. Klasicky proces Upravy vody je nasledovny — koagulace,
flokulace, sedimentace, piskova filtrace a dezinfekce napi. chlorace a ozonizace
(obrazek 1). V omezeném méfitku jsou vyuzitelné také dalsi postupy, jako je napf.
sterilizace za zvysené teploty. Dezinfekce chemickymi nebo fyzikalnimi metodami je
pottebna k inaktivaci nebo k odstranéni infekénich mikroorganisma (Clever et al., 2000;
Matilainen et al., 2006; CDC, 2015; LeChevallier a Au, 2004; Betancourt et al., 2004;
Madaeni, 1999).
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Obrazek 1 — Schéma procesu ¢isténi vody (pievzato a upraveno: CDC, 2015)
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2.1 Filtrace

Jedna se o proces, kterym se odstranuji pievazné pevné castice, kdy voda protéka
pfes porézni material (filtracni papir, vrstva pisku, aj.), na kterém se Castice zachyti.
Timto procesem se odstrani ¢ast nerozpusSténych latek a patogennich mikrobt. Nejcastéji
vyuzivanymi typy filtrace jsou tzv. rychla a pomala piskova filtrace nebo filtrace pies
aktivni uhli (Betancourt et al., 2004, Crittenden et al., 2012a; TUDelft, 2016; CDC,
2015; LeChevallier a Au, 2004).

Rychla piskova filtrace je nejefektivnéjsi pfi odstraniovani kalu, manganu a zeleza.
Méné ucinna je pti likvidaci bakterii a latek, které jsou zodpovédné za zapach a barvu
vody. Tato metoda je velmi malo GCinna pii odstraniovani virh, fluoridi a soli. Filtracni
proces probihd nejcastéji v betonové nadrzi naplnéné piskem a Stérkem. Nadrz mize byt
oteviena (gravitacni filtrace) nebo uzaviena (tlakova filtrace). Na odstranovani necistot
se podili mechanicky princip, pfi kterém se velké Castice zachyti ve filtru mezi zrnicky
pisku, a dale pak fyzikalni adsorpce, kdy malé ¢astice ptilnou na povrch zrn pisku, diky
Van der Waalsovym silam. Rychlost filtrace je 4 —21 m3h. Vyhodou metody je
opakované pouzivani filtru, vysokd uc¢innost pfi odstranovani kalu a cyanobakterii.
Nevyhodou jsou vysoké provozni ndklady a neucinnost pii odstranovani mikrobu.
Na obrazku 2 je schéma rychlé piskové filtrace (Brikké a Bredero, 2003;
Crittenden et al., 2012b).

Pisek Stérk

Privod surové

iﬁ: . o Zpetné

= . -~
Y00y vyplachovani
thok g . Lpetne s
prefiltrovane proplachovani
vody

Obrazek 2 — Schéma filtru pro rychlou piskovou filtraci (pfevzato a upraveno z WHO, 1996)
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Pomala piskova filtrace se od rychlé piskové filtrace lisi v dobé zadrzeni vody ve
filtru. Touto dobou se rozumi doba, po kterou je voda na zaklad¢ filtra¢ni rychlosti
ve filtru teoreticky zachovana. Rychlost filtrace u pomalé piskové filtrace je v rozmezi
0,1 — 0,4 m¥h. Uprava vody pomalou piskovou filtraci kombinuje biologické, chemické
a fyzikalni procesy. Voda pomalu prochdzi smérem dolti pfes vrstvu pisku. Jemné Castice
jsou filtrovany do pisku a v horni ¢asti filtracni vrstvy zistavaji mikroorganismy, které se
zivi bakteriemi a organickymi latkami. Tento proces je vysoce ucinny pii odstranovani
bakterii, vira, ale 1 prvoki. Déle ji lze vyuzit pii odstraiiovani kalu a tézkych kovti, jako
je naptiklad olovo, méd’ a zinek. Pomalou piskovou filtraci se neodstrani soli, fluoridy
a trihalomethany. Podstatou metody je schopnost organismu odstranit jiné organismy
a patogeny. Nejdulezitéjsi casti je vrchni vrstva pisku, tzv. Spinavy povrch
(schmutzdecke), ve kterém se vytvaii mikrobialni spole¢enstvo. Mikroby pochazejici ze
zdroje vody se po nckolika dnech usazuji v pisku a zivi se bakteriemi, které filtrem
prostupuji. Na obrazku 3 je znazornéno slozeni filtru, kdy navrchu je jemny pisek a ve
spodni ¢&asti je §térk. Rychlost filtrace je v rozmezi 0,1 - 0,3 m3/h na m? povrchu
(Brikké a Bredero, 2003).

> ivon Spinavy povrch (Schmutzdecke) L ' Ventil
surove :

i ]A
YV YYYY

Pisek

—— " Odvod vody

Obrazek 3 — Schéma filtru u pomalé piskové filtrace (pfevzato a upraveno: LeCraw, 2000)

2.2 Tlakové membranové procesy

Membranova separace je proces, pii kterém roztoky prochazi ptes polopropustné
membrany. Nedochazi k usmrceni mikrobi, ale k jejich zachyceni na membranach. Podle
velikosti port membrany a pouzitého tlakového rozdilu, lze tuto metodu rozdélit
na mikrofiltraci (MF), ultrafiltraci (UF), nanofiltraci (NF) a reverzni osmézu (RO)
(obrazek 4). Membrany jsou vétSinou vyrobeny ze syntetickych organickych polymert
(acetat celulozy, polysulfony, polypropylen, polyvinyliden fluorid), popfipadé
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z keramiky a kovi. Nevyhodou keramickych filtri je mechanicka kiehkost a vysoka
cena. Kovové filtry jsou nejcastéji z nereznouci oceli, kterd se vyuziva pifi vysokych
teplotach. Nevyhodou pouzivani membran je jejich zandSeni a s tim souvisejici nutnost
regenerace. Membrany zajistuji selektivni oddéleni tekutiny od dalSich znecistujicich
latek (Baker, 2004). Principem této metody je, Ze vstupujici nastiik se
na semipermeabilni membrané, ktera vytvoii selektivni bariéru, déli na permeat, tedy
proud, ktery projde membranou, aretentat, coz je obohaceny proud o slozky
neprochazejici membranou (obrazek 5). Membrany se pouzivaji nejen v oblastech
tykajicich se ochrany zivotniho prostfedi, ale hlavné v potravindiském a farmaceutickém
prumyslu, v biotechnologiich a v lékatstvi. MF je vyuzitelna pro separace vétsich castic
(bakterie, kvasinky) zatimco UF je vyuzitelna pro separace makromolekul (bilkoviny,
polysacharidy) a pomoci RO se odstrafiuji iontové latky. Vybér membrany a vhodného
procesu pro konkrétni aplikace je velmi slozity a naro¢ny. Nejdilezitéj$im parametrem
vybéru membrany je velikost pori. Pii odstranovani mikroorganismi je dulezité, aby
prumér pord byl mensi, nez je velikost mikrobu, kdyz ani to nezarucuje 100% likvidaci,
protoze bakterie jsou snadno deformovatelné a méni se béhem faze rustu. Napft. E. coli se
odstranuje pomoci membrany vyrobené z porézniho acetatu celuldzy. Je prokazano, ze
membrany kladné nabité v neutralnim pH, lze pouzit k odstranéni zaporné nabitych virt
ve vodé 1 pfesto, ze byla vyuzita membrana s velkymi pdry. Vyhodou je technicka
odolnost a vysokd ucinnost pii odstralovdni nerozpusténych a rozpusSténych latek.
Pomoci membranovych separaci lze odstranit velké mnozstvi mikroorganismu (Madaent,

1999; Choi et al., 2005; Honzajkova et al., 2010; Jelinek et al., 2008).
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Obrazek 4 — Piehled membranovych separaci (pfevzato: Honzajkova et al., 2010)
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Obrazek 5 — Princip membranovych separaci (pfevzato: Honzajkova et al., 2010)

24



2.3 Dezinfekce

Dezinfekci nazyvame soubory opatieni, ktera vedou ke zni¢eni nebo k usmrceni
patogennich nebo potencialné patogennich mikroorganismt v prostiedi, na neporusené
ktzi a na riznych povrsich, pomoci velmi reaktivnich latek. Dezinfekéni postupy, jejichz
cilem je zabranit pfenosu onemocnéni, jsou fyzikalni (napf. pouziti ultrafialového zateni
(UV) poskozujiciho nukleové kyseliny mikrobt, pasterizace), chemické (napi. chlorace,
chloraminace) a kombinované (teplota nad 60 °C s pouzitim chemickych latek)
(Betancourt et al., 2004, Melicherc¢ikova, 2015; Van Leeuwen, 2000). Dezinfekci lze dale
rozdélit na ochrannou (profylaktickou), kterd je soucasti uplnych hygienickych opattenti,
a ohniskovou (represivni), zamé&fujici se na zlikvidovani patogennich bakterii a ukonéeni
Sifeni onemocnéni (Melicher¢ikova, 2015). Chemicka sterilizace je proces, pii kterém
dochazi k usmrceni pievazné ¢asti mikrobd (Melicher¢ikova, 2015). Chemické
dezinfekce patfi mezi latky, které zpomaluji, poptipadé zastavuji rist nezadoucich

mikroorganismt (Stevkovi¢ova, 2007).

2.3.1 Chlorace vody

Chlorace je chemicky zpusob dezinfekce vody, ktery je necastéjsi a nejrozsifenéjsi.
Chlor, pro svij vysoky oxida¢ni potencial, deaktivuje patogeny ve vodé a poskytuje
ochranu proti opétovné kontaminaci. Chloraci je mozné zatadit kdykoliv béhem upravy
vody, ale obvykle je chlér z ekonomickych divodu ptidavan az v posledni fazi procesu,
ato z divodu odstranéni zbytkovych latek a mikroorganismi, které nebyly odstranény
v piedeslych krocich (Brikké a Bredero, 2003). Pfi dezinfekci chlorem mohou vznikat
vedlejsi produkty (trihalomethany, halogenoctové kyseliny), které jsou mutagenni
a karcinogenni. Vznikaji reakci chloru (popf. silnymi oxida¢nimi ¢inidly — chlornany)
s organickymi latkami pfirozené se vyskytujicimi ve vodach. Chloraci l1ze rozdélit na
primarni, kdy se chlér pfidava béhem cisticiho procesu, a sekundarni, pii které se chlor
do vody pfidava az v distribu¢nim systému, jejiz vyhodou je ni€eni biofilmu, coz ma za
nasledek eliminaci problému souvisejici s chuti a zdpachem vody. Chlér se do vody mutze
pfidavat ve tfech formach — plynny chlor (Clz2), ktery je toxicky, roztok chlornanu
sodného (NaClO) nebo chlornan vapenaty (Ca(ClO)2). Elementarni chlor ve vodé nici
mikroorganismy, z davodu pusobeni na jejich bunécnou sténu. Po prichodu chléru do
buiiky skrze bunénou sténu dochazi jeho pasobenim k poSkozeni buné¢ného dychani

a aktivity DNA, coz jsou procesy dulezité pro zivot, proto dochazi ke smrti bunék.
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Vyhodou chlorace je vysoka uc¢innost vici bakteriim, houbam a fasdm a malé naklady na
provoz (Brikké a Bredero, 2003; Chong et al., 2010; Virto et al., 2005; Merel et al.,
2010; Westrick et al., 2010).

2.3.2 Chloraminace vody

V soucasnosti je ¢im dal vice vyuzivana dezinfekce pomoci chloramini, které jsou
stabiln¢j$i nez slouceniny chléru a také se pii jejich pouziti tvofi méné vedlejSich
produktd (Seidel et al., 2005). Na druhou stranu je chlér silngjsi dezinfekéni ¢inidlo,

které rychleji inaktivuje bakterie v biofilmu (Wang et al., 2013).

2.3.3 Ozonizace

Ozon je nestabilni bezbarvy plyn s charakteristickym zapachem, ktery obsahuje tfi
atomy kysliku. V porovnani s chloraci je ozon u¢inné&jSim dezinfekénim ¢inidlem proti
bakteriim a virim. Déale snizuje koncentrace Zeleza a manganu ve vod¢, za vzniku
nerozpustnych oxidi kovi, kdy se tyto nerozpustné ¢astice odstrani filtraci.

Ozonizace je chemicky proces ¢isténi vody, ktery je zalozeny na principu dodani
ozonu do vody. Vyuziva se k odstranéni pachu a chuti ve vodé, kterou zpisobuji pfirodni
organické latky. Je to u€inna dezinfekce, kterd inaktivuje pfitomné mikroby ve vodé.
Ozon ma kratky polocas rozpadu, proto se neskladuje, ale vyrabi se na mist¢ pomoci
elektrického vyboje. Ozon, jako silné¢ oxida¢ni ¢inidlo, se rozpada na atomarni kyslik,
ktery velmi rychle reaguje s aminokyselinami, proteinovymi funkénimi skupinami
a proteiny. Ma neblahy vliv na mikroby, protoZe plisobi na jejich bunécnou sténu tak, ze
ji pfimo napada a tim ji ni¢i. Bakterialni burika ztrati cytoplazmu a jiZ nemé schopnost se
reaktivovat. Na velké mnozstvi organickych sloucenin pisobi oxida¢né a méni je na
snaze biodegradovatelné slouéeniny. Zeleznaté, manganaté nebo arsenité ionty kovil ozon
oxiduje na nerozpustné formy lehko odstranitelné sedimentaci nebo filtraci. Ozonizace je
ucinnéj$i u gram-negativnich bakteriii nez u gram-pozitivnich (Matilainen et al., 2006;

LeChevallier a Au, 2004; von Gunten, 2003; Owen et al., 1995, Crittenden et al., 2012d).

2.3.4 Fotokatalyza
Fotokatalyza je moderni oxida¢ni metoda, jejimz principem je vznik hydroxylovych
radikalt OHe. Je to metoda vyuzivajici UV zafeni, které slouzi k dezinfekci vody a ma

antibakterialni, antivirové a také antifungialni vlastnosti. Zafeni v rozmezi vlnové délky
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240 — 280 nm je schopné inaktivovat mikroby, protoze dokdze velmi u¢inné posSkozovat
jejich DNA a odstranuje nékteré necistoty ve vod¢, jelikoz urcité kontaminanty jsou
schopny UV =zifeni absorbovat. Tento proces se nazyva piima fotooxidace.
V nékterych ptipadech je nutné pouzit fotokatalyzator, tedy latku urychlujici prabéh
reakce, jedna se tedy o neptimou fotooxidaci. Katalyzator je aktivovan svétlem o urcité
vlnové délce, to nasledné vede k fotoexcitaci a produkci superoxidu a volnych radikalu,
kter¢ pilisobi na kontaminanty ve vod¢, a tim je degraduji. NejvhodnéjSimi
fotokatalyzatory jsou polovodice. V soucasné dob¢ je nejvice vyuzivanym katalyzatorem
oxid titani¢ity (TiOz), ale lze pouzit i peroxodisulfitovy aniont (S20s?"), oxid zine¢naty
(Zn0), oxid wolframovy (WO3) (Merel et al., 2013; He et al., 2015). TiO2 je v ruznych
formach zejména jako prasek, granule nebo jako stabilizovany natér. Aktivuje se zafenim
o vlnové délce mensi neZ 390 nm a je vyuzivany jako Cisty TiO2 nebo dopovany dalSimi
prvky — uhlik, fluor, dusik a dal$i. Pfidavkem dochazi ke zméné optickych vlastnosti
a tim ke zvySeni ucinnosti (Zhao et al., 2014). Proto, aby mohla fotokatalyticka reakce
probéhnout, musi byt pfitomny 3 slozky — silné oxidacni ¢inidlo (nejcastéji kyslik),
emitovany foton O pfislusné vinové délce a katalyzator (polovodic). Mechanismem
reakce (rovnice 1) je vyvolani excitace na povrchu fotokatalyzatoru, ktera je vyvolana
fotonem, jez musi mit stejnou nebo vyssi energii nez je energic zakazané¢ho pasu (Eng)
fotokatalyzatoru. Energie Epg je dana jako rozdil mezi energii naplnéného valencniho
pasu (Ewb) a energii v prazdném vodivostnim pasu (Ecb) fotokatalyzatoru. Na obrazku 6 je
znazornény princip fotokatalyzy — pomoci zatfeni o urcité vinové délce dojde k excitaci
valen€niho elektronu z naplnéného valen¢niho pasu (VB), ktery prochazi skrz zakazany
pas polovodi¢e do prazdného vodivostniho pasu (CB). Molekularni excitace ma za
nasledek vznik pohyblivych elektron v energeticky vyssim vodivostnim pasu a vznik
kladné nabitych elektronovych dér v energeticky niz§im valenénim pasu katalyzatoru.
Excitovany elektron a elektronova dira se mohou tucastnit chemickych reakci. Déle je
z obrazku 6 patrny vznik hydroxylového radikalu, podporujici oxidaxi, a také vyuziti
elektronu v redukénich procesech. Fotokatalyza se vyuziva ve zdravotnictvi,
V potravinafstvi i v primyslu. V soucasnosti se pouziva napi. K odstranovani barviv,
alkoholti a mikroorganismu z odpadnich vod (da Silva et al., 2015; Jo a Tyade, 2016;
de Lasa et al.,, 2015; Ola et al., 2015; Gombac et al., 2007, Gombac et al., 2007,
Kitano et al., 2007).
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Obrazek 6 — Schéma excitace elektront a vznik elektronovych dér (pievzato a upraveno: Gombac et al., 2007)
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3 BIOLOGICKA KONTAMINACE VE VODACH

Ve vodé se vyskytuje fada mikroorganismii. Bakteridlni zastoupeni je nejpocetnéjsi
a nejvyznamnéjsi, protoze voda poskytuje pfiznivé podminky pro mikrobidlni rist.
Rozd¢leni vodnich mikrobid je velmi komplikované i diky tomu, ze spektrum
taxonomického déleni je Siroké. V tabulce 2 je uvedeno d¢leni, které se vyuziva
v mikrobiologii. K izolaci bakterii z vod se pouzivaji kultivaéni metody, které vsak
neumoznuji detekovat veskeré piitomné mikroby, protoze nckteré bakterie, které lze
vykultivovat pfi stresovych podminkach, snizuji svou metabolickou aktivitu
(Straskrabova, 1996; Oliver, 2005).

Bakterie, které mohou byt pfenaSeny prostiednictvim kontaminované vody, jsou
uvedeny v tabulce 3 (WHO, 2004). Na obrazku 7 jsou uvedeny cesty pienosu vodnich
bakterialnich patogenii. Kazdy patogenni mikroorganismus vyvoldvd onemocnéni jinou
cestou a vyuziva jiné brany pro vstup do hostitele (WHO, 2004).

Dalsimi biologickymi necistotami byvaji fasy ¢i sinice, které predstavuji nejvetsi

problém hlavné ve vodnich nadrzich.

Tabulka 2 — Hlediska dé€leni mikroorganismu (pfevzato a upraveno: WHO, 2004)

HLEDISKA
Tvar Koky Tycky -
Bunécna sténa Gram-pozitivni Gram-negativni -
Energie Fotoorganotrofni Chemoorganotrofni -
Anaerobni
Vztah ke kysliku Aerobni (fakultativné Mikroaerofilni
anaerobni)
Zpisob ziskavani
g ve s Autotrofni Heterotrofni -
Zivin
Hygienicky Potencialné
y% ¥ Patogenni Nepatogenni ,
vyznam patogenni
Pivod v prostredi Alochtonni Autochtonni —
Indikacni . . ot
. Fekalni znecisténi Organické znecisténi —
schopnosti
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Tabulka 3 — Patogeny pienaSené vodou (pfevzato a upraveno: WHO, 2004)

Bakterialni Zdravotni Odolnost ve Odolnost Relativni
patogen vyznam vodé vii€i chléru infek¢nost
E. coli Vysoky Mirna Nizka Nizka
Legionella spp. Vysoky Mnohonasobna Nizka Mirna
Pseudomonas
. Mirny Mnohonasobna Mirna Nizka
aeruginosa
Salmonella typhi Vysoky Mirna Nizka Nizka
Shigella spp. Vysoky Kratka Nizka Mirna
Vibrio cholerae Vysoky Kratka Nizka Nizka
Yersinia , . 1 A
. Vysoky Dlouha Nizka Nizka
enterocolitica
Burkholderia
. Nizky Mnohonasobna Nizka Nizka
pseudomallei
Netuberkulozni
ctuberiuioznt Nizky Mirna Vysoka Nizka

mykobakterie
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Inhalaci a aspiraci

Pozitim (vypitim) Kontaktem (koupanim)

(aerosol)
\ 4 \ 4 \ 4
Gastrointestinalni trakt Respiraéni trakt Kuze, sliznice, rany, o€i
Campylobacter spp.

Escherichia coli Aeromonas spp.
Salmonella spp. Legionella pneumophila ~ Netuberkuloidni Mycobacteria

Shigella spp. Netuberkuloidni Mycobacteria Leptospira spp.
Vibrio cholerae Pseudomonas aeruginosa

Yersinia spp.

Obriazek 7 — Cesty pfenosu vodnich bakterii (pfevzato a upraveno: WHO, 2004)

Patogenni bakterie se né&kterymi vlastnostmi odliSuji od ostatnich vodnich
mikroorganismi, napf. patogeny se vyskytuji ve shlucich na nerozpusténych latkach,
napadeni patogenem vede k infekci a patogeny jsou schopny mnozit se uvniti hostitele
(WHO, 2004). Patogenni mikroorganismus je schopen vyvolat vazna onemocnéni
u ¢loveka, nejcastéji se jedna o velmi vazné stievni infekce (Kunc a Ottova, 1997).
Nektera velmi zavazna onemocnéni vyplyvaji z inhalace aerosolu, jedna se napfiiklad
0 legionafskou nemoc zpisobenou Legionella spp. U pacienti s oslabenou imunitou,
u starSich nebo velmi mladych lidi, u osob s popaleninami nebo rozsadhlymi poranénimi
pii poziti vody nebo po koupéni se mohou vyskytnout infekce kiize, o¢i, usi, nosu a krku.
Pivodci téchto onemocnéni jsou P. aeruginosa, Aeromonas spp., Acinetobacter spp.,

Klebsiella spp. a Serratia spp.
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3.1 Indikatorové bakterie

Indikatorové organismy se pouzivaji k testovani mikrobiologického stavu vody
a potravin. Jsou povazovany za ukazatele bezpecnosti, hygienického stavu a kvality vody
nebo zivotniho prostfedi. Vysledek mikrobiologického rozboru musi byt posuzovan ve
vhodném kontextu, s ohledem na pfirozenou mikrobidlni ekologii, vnitini a vné&jsi
chemické a fyzikalni faktory, které by mohly ovlivnit rast patogenii. Optimalni indikator
vody by m¢l mit nasledujici vlastnosti: ristové vlastnosti indikatoru by mély byt podobné
jako u nebezpecnych patogent, mél by byt vhodny pro veskeré druhy vod, jeho doba
preziti by meéla byt stejnd nebo vyssi jako u vodnich mikroorganismi, mél by byt
piitomny v odpadnich a zneciSténych vodach ve vétSich koncentracich nez fekélni
patogeny, mél by byt stejné odolny vici dezinfekcim jako vodni patogenni mikroby, mél
by byt snadno stanovitelny metodami jednoduchymi, rychlymi, levnymi, citlivymi
a spolehlivymi co nejpiesnéji a co nejrychleji, mél by byt stabilni a hlavné nepatogenni.
Pfi béZném mikrobiologickém rozboru je nemozné stanovit veSkeré potencialné
patogenni mikroorganismy, proto se pouzivaji mikroorganismy indikatorové, kdy jejich
pritomnost odrazi mikrobiologickou jakost vody. Indikatorové bakterie se déli do dvou
skupin — indikatory obecného zneciSténi a indikatory fekalniho znecisténi

(Berger et al., 2009a; Berger et al., 2009b; Tortorello, 2003).

3.1.1 Indikatory obecného znecisténi

Indikéatory obecného organického zneciSténi, v cizojazy¢né literatufe oznacovany
jako HPC (heterotrophic plate count), vyuzivajici ke svému rastu organicky uhlik, jsou
uméle vytvorend skupina organotrofnich mikroorganismi, do které patii bakterie, plisné
a kvasinky. Tyto indikatory jsou schopny rlst pfi dané teplot¢ na obohacenych
neselektivnich pudéach. Jelikoz neni mozné zajistit optimalni kultivaéni podminky pro
v§echny dané mikroby, zjistuje se pouze jejich podil. Dle kvantitativniho stanoveni se
posuzuje celkové zneciSténi vody. VySetfeni se provadi pouze kultivaénimi metodami.
V ramci této skupiny dle pozadavku na optimalni ristovou teplotu kolem 20 °C a 37 °C
se stanovuji psychrofilni a mezofilni bakterie. Z divodu zjisténi ucinnosti dezinfekce se
stanovuji mikroorganismy  zpusobujici organickeé zneciste ve vodach
(Bartram et al., 2003; Pepper et al., 2015; Allen et al., 2004; Kunc a Ottova, 1997;
Hausler, 1994; Ashbolt, et al. 2001; Ashbolt, 2004).
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Psychrofilni bakterie jsou mikroorganismy patfici do skupiny organotrofnich
bakterii s teplotnim optimem ristu okolo 20 °C. Tvofi kolonie na masopeptonovém agaru
(MPA) po 72 hodinach (CSN EN ISO 75 7842, CSN EN ISO 83 0521). Kvantita slouzi

k informovani o pfitomnosti vyuzitelnych organickych latek (Kunc a Ottova, 1991).

Mezofilni bakterie fazené¢ do skupiny organotrofnich bakterii a majici ristové
optimum kolem 37 °C tvoti kolonie na neselektivnim zivném médiu po 48 hodinach.
(CSN EN ISO 75 7841, CSN EN ISO 83 0521). Tyto bakterie ziskavaji energii a dusik
jenom z organickych latek. Koncentrace téchto mikroorganismi poskytuje informace
nejen o ucinnosti  desinfekénich prostfedki, ale 1 o prubéhu samocisténi

(CSN EN ISO 75 7841; Kunc a Ottova, 1991).

Mikroorganismy — bakterie, kvasinky a plisné stanovované p¥i teploté 22 °C
a 36 °C se kultivuji na tryptonovém agaru s kvasnicnym extraktem, na kterém kolonie

vyrostou po 48, popiipad¢é 72 hodinach (Hausler, 1994).

3.1.2 Indikatory fekalniho zneciSténi

Voda, vyuzivand k pfimé spotiebé nebo k rekreaci, musi byt neustale sledovana
kvili pfitomnosti patogennich nebo podminéné patogennich bakterii. Indikatory
fekalniho znecisténi jsou takové mikroorganismy, které slouzi ke zjistovani nezavadnosti
vody a mély by spliiovat nasledujici kritéria — mély by byt ve vysokém poctu ptitomny
ve vykalech cCloveéka a teplokrevnych zvifat, mély by byt snadno zjistitelné metodami
jednoduchymi, mély by byt nepatogenni a mély by byt rezistentni k dezinfek¢énim
prostiedkim (WHO, 2004; Tortorello, 2003). Indikatory fekalniho znecisténi jsou
skupinou mikroorganismi zahrnujici bakterie pochazejici ze stfev, jako jsou
Campylobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp., E. coli apod (WHO, 2004).
Nejvhodnéjsim indikatorem fekalniho znecisténi jsou bakterie E. coli, Cl. perfringens
intestinalni enterokoky, termotolerantni koliformni bakterie a dal§i koliformni bakterie.

Stanoveni koliformnich a termotolerantnich koliformnich bakterii se povazuje =za

Noble et al., 2003).
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Koliformni bakterie jsou skupinou stievnich bakterii nejc¢astéji pouzivanou jako
indikatorové mikroorganismy (Alcamo, 1999). Jednd se o gram-negativni nesporulujici
anaerobni tyCinky, majici negativni cytochromoxidazovy test, tvofici za aerobnich
podminek na selektivnim médiu s laktéozou kolonie béhem 24 hodin pfi teploté 362 °C
za soulasné tvorby aldehydu nebo kyselin. Koliformni bakterie se urcuji
tzv. ONPG testem, zalozeny na stanoveni aktivity f-D-galaktosiddzy. Jedna se o enzym,
ktery se jako prvni ucastni St€peni laktozy. Dle schopnosti bakterii zkvaSovat laktozu se
deli na laktoza-pozitivni a laktéoza-negativni mikroby. Do této skupiny patii napft.
bakterie rodu Enterobacter, Escherichia, Citrobacter a Klebsiella (Stevens et al., 2003;
BaudiSova, 2007; Cloete et al., 2004).

Termotolerantni koliformni bakterie se pouzivaji nejen jako indikatory jakosti pitné
vody a ucinnosti dezinfekce, ale i jako ukazatel kvality povrchové vody. Gram-negativni
aerobni nebo fakultativné anaerobni nesporulujici ty€inky, majici negativni
cytochromoxiddzovy test, tvofici za aerobnich podminek na selektivnim médiu s laktézou
kolonie béhem 24 hodin pfi teploté 44 °C za soucasné tvorby aldehydu nebo kyselin.
Tyto bakterie pochazi z traviciho traktu, z primyslovych vod nebo z tlejicich zbytka

rostlin a z pad (WHO, 2004, Cloete et al., 2004).

Intestinalni enterokoky neboli fekalni streptokoky jsou gram-pozitivni,
fakultativné anaerobni, pohyblivé mikroorganismy, vyskytujici se jednotlivé nebo
ve dvojicich. Pochazeji ze stievniho traktu a z pid. Signalizuji Cerstvé znecisténi vody.
Do této skupiny patii Enterococcus (E.) faecalis, E. faecium, E. durans, E. hirae.
Enterokoky se pouzivaji jako indikatory fekalniho =znecisténi. Zplsobuji zanéty
mocovych cest, sepse a meningitidy. VétSina z nich se nemnozi ve vodnim prosttedi, ale
piezivaji v ném déle nez koliformni a termotolerantni koliformni bakterie. Jsou odoln¢jsi
vuci vysuSeni a dezinfekci. Enterokoky se stanovuji metodou membranové filtrace
s inkubaci membran na selektivnich médiich pfi teploté 35 — 37 °C po dobu 48 hodin
a metodou pfimého vysevu na povrch kultivacniho média. Déle se provadi konfirmacni
testy, jako je kataldzovy test a dikaz hydrolyzy eskulinu. Do této skupiny patii
i Streptococcus (Str.) faecium, Str. faecalis a Str. avium (WHO, 2004; Stépanek, 1979;
Frahm et al., 2003). V tabulce 4 jsou uvedeny skupiny bakterii, které se nejcastéji izoluji
pii stanoveni celkového poctu bakterii (Mossel a Struijik, 2004).
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Tabulka 4 — Skupiny bakterii, nej¢astéji izolované pii stanoveni celkového poétu bakterii (pfevzato a upraveno:

Mossel a Struijk, 2004)

Gram-negativni,

Gram-negativni,

Gram-pozitivni

nefermentujici, fermentujici, .

T . ST . bakterie
tyckovité bakterie tyCkovité bakterie

Acinetobacter Aeromonas Bacillus

Burkholderia Enterobacteriaceae Corynebacterium
Moraxella Vibrio Enterococcus
Pseudomonas Rahnella Kataldza-pozitivni
koky
Stenotrophomonas

3.2 Hygienicky vyznamné organismy ve vodach

Vyskytuji-li se hygienicky vyznamné bakterie ve vod¢, jedna se o vazné hygienické
nebo epidemiologické zavady. Do této skupiny patii razné, pro clov€ka patogenni
bakterie, jejichz vyskyt ve vodé je nezadouci (Votava et al., 2003). Jedna se o bakterialni
rody Aeromonas (A. hydrophila, A. punctata), Candida (C. Albicans), Legionella
(L. pneumophila, L. moravica), Leptospira (Lept. biflexa, Lept. interrogans), Salmonella
(S. typhi, paratyphi), Shigella (Sh. disenteriae, Sh. flexneri), Staphylococcus (St. aureus,
St. epidermidis), Streptococcus (Str. pyogenes, Str. pneumoniae, Str. bovis), Vibrio
(V. cholerae) a zivocisné viry rodu Enterovirus (Coxsackieviry, Echoviry, Polioviry)
(Votava et al., 2003; Silhankova, 2008; WHO, 2004).

Nejvyznamné&js$i skupinou z hlediska hygienického jsou patogenni bakterie, které

pochazi z traviciho traktu clovéka a teplokrevnych zvirat. Patfi sem mikroorganismy
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z ¢eledi Enterobacteriaceae, jako jsou patogenni sérovary E. coli, shigely a salmonely,
které snadno kontaminuji vodni zdroje, ve kterych piezivaji nckolik meésici. Tyto
bakterie predstavuji potencidlni zdroj ndkazy jak pro ¢lovéka, tak pro zvitata. Fekalni
znecisténi vody vznika hlavné z Zzump, méstskych kanalizaci, septikii, hnoje nebo jatek,
které nejsou dostatecné zajiStény proti priniku do podzemnich nebo povrchovych vod.

Dalsi hygienicky vyznamnou skupinou jsou gram-pozitivni koky, kde je
nejdalezitéjSim zastupcem St. aureus. Vyskyt tohoto mikroorganismu se sleduje
V bazénech, v saunach a na koupalistich, protoze se jedna o piivodce riznych pyogennich
infekci. Déle se sem fadi rod Enterococcus.

Gram-negativni nefermentujici bakterie patfi také mezi hygienicky vyznamné
bakterie. Tyto mikroorganismy se obvykle nachédzi ve vod¢. Do této skupiny se tadi
bakterie Legionella a Pseudomonas, které mohou byt potencialnimi patogeny pro déti,
imunosuprimované osoby, nemocné a staré lidi.

Mezi hygienicky vyznamné bakterie dale patii potencialné¢ patogenni atypické
netuberkul6zni mykobakterie, mezi hlavni zastupce fadime Mycobacterium (M.) avium,
M. chelonae, M. intracellulare, M. kansasii, a M. xenopi. Pro tyto mykobakterie je voda
prirozenym prostiedim, ve kterém se bézné vyskytuji, proto se nachazi v nejen v pitné,
ale i vpovrchové a odpadni vodé¢ (Vaerewijck et al., 2005; Hrudey et al., 2003;
Pell, 1997; Stépanek et al., 1979; Freiman et al., 2004; WHO, 2004; Cloete et al., 2004;
Fields et al., 2004).

Vodni patogeny jsou uvedeny v tabulce 5.
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Tabulka 5 — Pfehled hygienicky vyznamnych vodnich patogenti (pfevzato a upraveno: Ashbolt, 2004)

Bakterie Onemocnéni :;ﬁ(?(g:gl:lﬁzgﬁ
Salmonella typhi Tyfoidni horecka Lidské vykaly
Salmonella paratyphi Paratyfoidni horecka Lidské vykaly
Shigella spp. Bakteridlni uplavice Lidské vykaly
Vibrio cholerae Cholera Lidske Vyl;?;ﬁ;g;adk()wdni
Enteropatogenni E. coli Gastroenteritida Lidské vykaly
Yersinia enterocolitica Gastroenteritida Lidské a zviteci vykaly
Campylobacter jejuni Gastroenteritida Lidské a zvifeci vykaly
Legionella pneumophila Legionel6za Termalni vody
Leptospira spp. Leptospirdza Lidské a zviteci vykaly
Mycobacteria Plicni onemocnéni Puda a voda

3.2.1 Gram-negativni fakultativné anaerobni tycinky

E. coli

E. coli (obrazek 8) patfi do celedi Enterobacteriaceae. Jedna se gram-negativni,
fakultativn€ anaerobni, pohyblivé tycky, pro které je charakteristické zkvasovani laktozy
(na Endové agaru (EA) roste v kovové lesklych koloniich na tmavé rtizovém agaru)
za tvorby kyselin a plynu. Dale tvoii indol z aminokyseliny tryptofanu a nejsou schopny
tvofit sirovodik. Metabolicky inaktivni kmeny E. coli jsou velmi podobné se Shigella
spp., se kterymi se snadno zaméni. Optimalni teplota pro rust je 37 °C. E. coli jsou
béZnou soucasti traviciho traktu lidi a Zivocicht. Je tedy vyuZivéana jako indikator fekalni
kontaminace vod. Patfi mezi potencialné patogenni bakterie vyvolavajici oportunni
infekce, nejcastéji infekce mocovych cest, ledvin, ran, plic a prijmova onemocnéni. Patii
mezi nozokomialni patogeny. Kmeny E. coli se déli podle faktord virulence do
nasledujicich  skupin: enterotoxigenni (ETEC), enteropatogenni ~ (EPEC),
enterohemoragické (EHEC), enteroinvazivni (EIEC), enteroagregativni (EAEC),
uropatogenni (UPEC) a shiga-like toxigenni (STEC) (Garrity et al., 2005a;
Garrity et al., 2005b, Cloete et al., 2004, Greenwood et al., 1999) Puavodcem
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tzv. cestovatelskych prijma jsou kmeny ETEC, které déale v rozvojovych zemich
zpusobuji tézké prajmy udéti anovorozencti. ETEC produkuji dva rtzné typy
enterotoxinlii — termostabilni (TS) a termolabilni (TL), ktery aktivuje adenylat-cyklazu
zvySujici hladinu cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) ve stfevnich bunkach
(enterocytech), coz ma za nasledek nadmérnou sekreci iontii a vody, projevujici se jako
vodnaté prujmy (Qadriet al., 2005). Cestovatelské prijmy mohou zplsobovat také
kmeny EAEC (Mathewson et al., 1985). Novorozenecké prijmy zpusobuji kmeny EPEC,
kdy je nejastéjs$im sérovarem 0126, O55 ¢i 086 (DeVinney et al., 1999). Krvavé
prijmy doprovazené vysokymi horeckami jsou vyvolané kmeny EIEC, které maji
specialni plazmidové vazané faktory invazivity, pomoci nichz pronikaji do enterocytt, ve
kterych se intracelularné mnozi, coz mé za nasledek poskozeni sttevnich bun¢k a vznik
diive oznacovany jako VTEC (verotoxigenni E. coli), kvili produkci verotoxinu. Kmeny
STEC a EHEC zpuasobuji prijmy S pfimési krve a hemolyticko-uremicky syndrom
(HUS). Nejvyznamé&jsim sérotypem je O157:H7 (Paton a Paton, 1998). Infekce
mocovych cest vyvolavaji kmeny UPEC (Cheasty a Smith, 2005; Garrity et al., 2005a;
Garrity et al., 2005b, Cloete et al., 2004, Greenwood et al., 1999).

Obrazek 8 — Escherichia coli v elektronovém mikroskopu (pievzato: Snyder, 2009)

Rod Salmonella

Jedna se o gram-negativni, tyCkovité, pohyblivé bakterie, taxonomicky fazené do
celedi Enterobacteriaceae. Jsou pro cloveéka patogenni a jde o nejcastéjsi puvodce
alimentarnich ndkaz. DE&li se na primarn€ antropogenni, tedy pfenosné z clovéka na

Clovéka, kam fadime S. typhi a S. paratpyhi, dale primarné zoopatogenni, kdy jsou
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zvitfata bacilonosi¢i, sem patii S. enteritidis aS. typhimurium (Pui et al., 2011,
D’Aoust et al., 2007). Mezi charakteristickou biochemickou vlastnost patfi produkce
sirovodiku (H2S). Salmonella spp. Nema schopnost zkvaSovat cukry, jako je laktoza,
maltoza, glukdza ¢i manitou. Salmonelly se dle Kauffmann-Whiteova schématu déli do
vice nez 2000 sérotypl, jedna se o déleni podle jejich antigenni struktury, tzn. podle
somatického O-antigenu, bi¢ikovitétho H-antigenu a kapsularniho Vi-antigenu
(Garrity et al.,, 2005b). Klinickd manifestace infekci, které jsou zplisobeny
Salmonella sp., lze rozd¢lit na zakladé ¢tyfech hlavnich projevu, tedy tyfus/paratyfus,
bakteriémie/septikémie, gastroenteritida a asymptomatické nosicstvi. Gastroenteritidy
jsou vyvolané pozfenim kontaminované vody nebo potravy, protoze se Salmonelly §ifi
fekaln¢é-ordlni cestou a vyskytuji se ve stfevech zvifat, kterd se mohou nakazit
z prostiedi, jako je voda, vzduch nebo puada (Cotruvo et al, 2004,
Greenwood et al., 1999). Klasickymi diagnostickymi metodami, které se v mikrobiologii
vyuzivaji, jsou kultivaéni metody, kdy se pouziva XLD agar (xyluléza, lyzin,
deoxycholét), Rambachiiv agar (chromogenni ptida) nebo DC agar (deoxycholat, citrat)
(obrazek 9). Dale se pouzivaji rychlé metody pomoci polymerazové fetézové reakce
(PCR). Pti onemocnéni se nasazuje antibioticka 1é¢ba — ampicilin, chloramfenikol
(Crump et al,. 2008; Votava et al., 2003).

Obrazek 9 — Salmonella enteritidis na DC agaru (patrna produkce H»S) (pfevzato a upraveno: Kolinska, 2014)
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Rod Shigella

Shigely (obrazek 10) jsou gram-negativni, fakultativné¢ anaerobni, nepohyblivé,
nesporulujici, tyckovité bakterie, které se vyskytuji v gastrointestindlnim traktu lidi
a opic. Shigella flexneri a Shigella dysenteriae jsou velmi vyznamnymi patogeny, které
u lidi zptisobuji bacilarni uplavici, tzv. shigellozu. Leckteré kmeny produkuji tzv. Shiga
toxin (Sun et al., 2011). Jsou malo biochemicky aktivni, je pro né charakteristické
zkvaSovani mannitolu a negativni indol (Sansonetti, 2010). Jedna se o fakultativné
intracelularni patogeny kolonizujici stéevni sliznici, vyznacuji se schopnosti pronikat do
bunék tlustého stfeva, kde se aktivné intracelularné mnozi. K nakazeni sta¢i velmi mala
infekéni davka. Onemocnéni se projevuje Castym nutkdnim na stolici s pfiméesi hlenu,
hnisu a krve, vedouci k dehydrataci (Votava 2003; Warren et al., 2006). Shigely se
vyskytuji v COV, kdy hrozi kontaminace vodnich zdroji (Sansonetti, 2010). Sifi se
fekalné-oralni cestou nebo ptimym kontaktem s nakazenym jedincem (Sansonetti, 2010).
K diagnostice se pouziva metoda PCR ¢i elektroforéza. Shigelly se kultivuji na béznych

médiich (EA, XLD) (Votava, 2013; Bando et al., 1998).

Obriazek 10 — Shigella spp. (pievzato: BioCote, 2015)

Rod Vibrio

Rod Vibrio je zastupcem gram-negativnich, pohyblivych, fakultativné anaerobnich,
zakfivenych tyéek (Farmer, 2005). Biochemicky malo aktivni, ptikladem je pozitivni
oxidaza ¢i redukce dusi¢nand na dusitany. Vyskytuje se pfevazné ve vodé (moie, usti

fek), kde jejich mnozstvi zalezi na koncentraci sodiku a teploté (Cabral, 2010).
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Nejvyznamnéj$im piedstavitelem je V. cholerae produkujici cholera toxinu (enterotoxin)
a vyvolavajici onemocnéni cholera, kdy k nakazeni dochdzi pozitim kontaminované vody
nebo potravy a typickym projevem onemocnéni jsou vodnaté prijmy a zvraceni za
souCasného vylucovani vibrii. Nasledn¢ dochazi k silné dehydrataci a ke ztraté
elektrolytl (Votava et al., 2003). Onemocnéni se snadno 1é¢i v podob¢ podavani tekutin,

popiipad¢ antibiotik (Cabral, 2010).

Rod Aeromonas

Nejvyznamnéj$im zastupcem rodu Aeromonas je A. hydrophila. Tento rod patti do
Celedi Aeromonodaceae a je charakterizovan jako gram-negativni, nesporulujici,
fakultativné anaerobni, pohyblivé tyCky. Mezi jeho biochemické vlastnosti patii
produkce katalazy a oxidazy (Votava et al., 2003; Hyus, 2014; Sartory, 2003). Vyskytuje
se v pudé, v potravinach a ve vodé, kde je indikatorem fekdlniho znecisténi. Pomoci
faktorti virulence se udrzuje na epitelech a na sliznici stfev. Pomoci extracelularnich
toxini aenzymu vyvoldva gastroenteritidy ¢i infekce ran, oc¢i nebo kloubi.
Je nebezpec¢ny hlavné u imunosuprimovanych jedinct (Abulhamd, 2009). K laboratorni
diagnostice se pouziva krevni agar (KA), MacConkeyho agar, XLD agar ¢i DC agar
(Janda et al., 2010). Pti onemocnéni zpusobenym A. hydrophila se podava antibioticka

1é¢ba — gentamycin nebo chloramfenikol (Abulhamd, 2009).

3.2.2 Gram-pozitivni koky

Staphylococcus aureus

St.  aureus (obrazek 11) patii mezi nejvyznamnéj§i  piedstavitele
koagulaza-pozitivnich stafylokokti. Jednd se o nepohyblivé gram-pozitivni, fakultativné
anaerobni, nesporulujici koky. Mezi jejich biochemické vlastnosti patfi, ze jsou kataldza
pozitivni a oxiddza negativni. Vyskytuji se ve dvojicich a v nepravidelnych shlucich,
pfipominajici hrozen (Katzif et al., 2005). Faktory virulence se daji rozdé¢lit na faktory
vazané na bunéfnou sténu (peptidoglykan, pouzdro, kyselina teichoova, povrchové
adhezivni molekuly) a na extracelularni latky (volna koaguldza, kataldza, hyaluronidéza,
lipaza, proteaza, nukleaza, fibrinolyzin, enterotoxiny). St. aureus vytvari biofilm, ktery
ho do uréité miry chrani pfed G¢inky antibiotik a dezinfekci (Chaignon et al., 2007).
Vyskytuje se u Cloveéka i u zvitat, prevazné na sliznicich a kzi. Jedné se o podminéné

patogenni bakterii (Mad’ar et al., 2006). St. aureus je puvodcem pyogennich infekci,
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zanétl, abscesd, sinusitid nebo folikulitid (Greenwood et al., 1999). Kultivace se provadi
hlavné na KA, kde roste ve smetanovych koloniich se zonou uplné hemolyzy. Dale se
pouziva MPA (nazlatlé kolonie) nebo Baird-Parkeriv agar (¢erné kolonie) (Corry et al.,
2003). K identifikaci se pouzivaji screeningové a biochemické testy (volna koagulaza,
dekapsulaci test) a molekularné biologické metody (PCR). K 1écbé se vyuzivaji

antibiotika (oxacilin, kloxacilin) (Mad’ar et al., 2006; Paulik et al., 2005).

Obrazek 11 — Staphylococcus aureus v elektronovém mikroskopu pti zvétSeni 20 000 x
(pfevzato: Baumann, 2014)

Rod Enterococcus

Rod Enterococcus nalezi do ¢eledi Enterococcaceae (Sedlacek, 2007). Enterokoky
jsou gram-pozitivni, nesporulujici, nepohyblivé, fakultativné anaerobni koky, které jsou
soucasti sttevni mikroflory a ustni dutiny (Hardie a Whiley, 1997; Jett et al., 1994).
Dilezitym faktorem virulence je schopnost tvofit biofilm, dale taky extracelularni
(hydrolytické enzymy, cytolysin, hyaluroniddza) a povrchové (adheziny pouzdro) faktory
virulence (Nannini a Murray, 2006; Cox et al., 2005, Jett et al., 1994). Enterokoky patii
mezi oportunni patogeny, tzn. dojde-li K Sifeni enterokokl ze stiev do jinych c¢asti téla,
dochazi ke wvzniku onemocnéni (infekce mocovych cest, infek¢éni endokarditida,
urogenitalni infekce). Lécba je pomoci antibiotik. Kultivace se provadi na KA nebo

Slanetz-Bartley agaru. Diagnostikuji se i pomoci PCR (Nannini a Murray, 2006).
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3.2.3 Gram-negativni nefermentujici bakterie

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je systematicky zafazena do ¢eledi Pseudomonadaceae. Jedna se
0 vyznamny oportunni patogen. Morfologicky se ftadi mezi gram-negativni,
nefermentujici, nesporulujici, pohyblivé tyCky. Patfi mezi oxiddza-pozitivni bakterie
s chemoorganotrofnim metabolismem. Je schopna rast v Sirokém rozmezi teplot od 4 °C
do 40 °C. Kultivuje se na béznych kultiva¢nich médiich (KA, EA). Na médiich roste
v riznych koloniich v zavislosti na tom, z jakého materialu je ziskana. Pro P. aeruginosa
je charakteristicka jasminova viné a tvorba pigmenti — pyoverdin (zeleny), pyocyanin
(modry), pyorubin (Cerveny) a pyomelanin (hnédy). Bézné se vyskytuje ve vodé,
ve vlhkych prostfedich a Vv potravinach. Jsou vysoce odolné vacéi dezinfekénim
a antimikrobidlnim  latkdm, kdy dokazi ve =zfedénych dezinfekcich pfezit
(Palleroni, 2005a; Palleroni, 2005b; Greenwood et al., 1999, Garrity et al., 2005b).
Jsou nejcastéjSim plivodcem nozokomialnich ndkaz, kdy jsou nebezpecné predevsim pro
imunosuprimované pacienty. Zpusobuji infekce mocovych cest, folikulitidy,
osteomyelitidy ¢i jiné infekce ran (Greenwood 1999). P. aeruginosa je pfirozené
rezistentni k antibiotikim (B-laktamy, tetracykliny, makrolidy). K 1é¢b¢ se tedy peroralné
podava kotrimoxazol a parenterdlné¢ piperacilin, gentamycin a tobramycin

(Driscoll et al., 2007; Simon a Stille, 1998).

Legionella pneumophila

L. pneumophila (obrazek 12) patii do celedi Legionellaceae. Jedna se o aerobni,
pohyblivé, pleomorfni, nesporulujici, gram-negativni tycky. Pohyb zajistuje jeden nebo
vice polarnich bi¢iki. Legionella pneumophila zptisobuje legionelozu. Legionella se
pfenasi kontaktem s kontaminovanou vodou, kdy nebezpecné jsou chladici véze,
zvlh¢ovace vzduchu, sprchy a vodovody. Miize se jednat o nozokomidlniho plvodce
infekci. Maji na svém povrchu rizné struktury, které jsou velmi dulezité¢ pro jejich
patogenitu. Bakterie se pfichycuji na hostitelskou buitku pomoci bi¢ika a pili, do které
nasledné¢ pronikaji a dostdvaji se do makrofagh. Infekéni davka je velmi nizka,
onemocnéni vyvold jediny organismus. Nejohrozengj$i skupinou, u které mohou
legioneldzy vznikat, jsou oslabeni pacienti, ktefi inhalovali kontaminovanou vodu.
Inspirace aerosolu vede k propuknuti plicniho onemocnéni. L. pneumophila se vyskytuje

ve sladké vodé€ o razné teploté, pH a obsahu kysliku, dale také v pud¢. L. pneumophila
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ma schopnost mnozit se uvnitt prvoki, ktefi jim poskytuji ochranu pfed dezinfekénimi
prostftedky a vysokymi teplotami. Hlavni diagnostickou metodou je stanoveni
koncentrace protilatek v séru, koncentrace antigenu v moc¢i nebo detekce bakterii ve
sputu nebo v bronchoalveolarni lavazi. Dale se pouzivaji rychlé diagnostické metody
jako je PCR a ptimé fluorescen¢ni barveni protilatek (DFA). Kultivuje se na BCYE
agaru. Legionelly zpusobuji legionelozy — pontiackou horecku a legionaiskou nemoc.
Prevenci ptfed legionelami je zabranéni vstupu téchto mikrobid do vodovodniho systému,
dale udrzovani vysokych teplot ve vodovodnim systému a zabranéni zastaveni cirkulace
vody Vv potrubi. Metodou, ktera se vyuziva k ¢isténi vody, je pouziti ozonu (malo uc¢inny),
chlordioxidu, monochloraminu (neju¢innéj$i) nebo ultrafialového zafeni (Bartram, 2007;

Buchbinder et al., 2002; Cordevant et al., 2003; Steinert et al., 2002; Blanc et al., 2005).

Obrazek 12 — Legionella pneumophila v elektronovém mikroskopu (pfevzato: VirCell, 2014)

3.2.4 Potencialné patogenni atypické (netuberkuloidni) mykobakterie

Rod Mcobacterium zatazujeme dle taxonomie do ¢eledi Mycobacteriaceae, do tadu
Actinomycetales, tfidy Actinobacteria, kmene Actinobacteria. Jedna se o bakterie
S gram-pozitivnim typem bunécné stény i1 pifesto, ze se velmi Spatné barvi dle Grama.
Pouzivd se acidorezistentni barveni dle Ziehl-Neelsena. Mykobakterie jsou aerobni,
nepohyblivé, nesporulujici, tyckovité, zakiivené nebo rovné bakterie tvotici vlakna, ktera
se snadno rozpadaji na koky a tycky. Jsou acidorezistentni, jejich bunécna sténa obsahuje

kyselinu mykolovou, galaktézu a arabindézu, diky nepropustné bunécné sténé jsou
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rezistentni k dezinfekénim prostfedkim, jako je napf. chlor (Primm et al., 2004,
Sedlacek, 2007). Netuberkulézni mykobakterie se vétSinou vyskytuji v pidé nebo
ve vodé (moie, teky, studny). K rozvoji onemocnéni ve vétSiné piipadi nedochazi,
protoze ¢lovek je s nimi v kontaktu neustale. Jsou ale nebezpe¢né u imunodeficientnich
jedinc (Greenwood et al.,, 2007). K identifikaci netuberkuloidnich mykobakterii
se pouzivaji molekularné-biologické metody a testy potvrzujici biochemickou aktivitu
(Chemlal a Portaels, 2003).

3.2.5 Rasy a sinice

Z divodu eutrofizace dochéazi k vyraznému zhorSovani kvality vody ve vétSing
vodnich nadrzi. Pfi¢inou je intenzivnéj§i pouzivani hnojiv, zvySeni splachi
ze zemé&d¢lského povodi a zvySeny piisun fosforu, siry a dusiku, které pochazeji
z odpadnich vod (Hartman et al., 2005; Jakrlova a Pelikan, 1999). Projevem je zvySena
produkce vodnich kvéta fas (Algae) a sinic (Cyanobacteria), coz ma za nasledek
rozkolisani koncentrace kysliku a snizeni pruhlednosti vody. Postupné dochazi
k odumirani bakterioplanktonu nebo fytoplanktonu, kdy tlejici organismy odebiraji
kyslik, coZ nasledné vede k thynu ryb (Jakrlova a Pelikéan, 1999).

Vodni kvét byva tvotfen fasami Botryococcus braunii a sinicemi rodu Microcystis,
Anabaena ¢i Gleotrichia. Sinice se fadi mezi prokaryota, kdezto fasy mezi eukaryota.
Jedné se o drobné organismy, kdy je jejich télo tvofeno stélkou. DalSim rozdilem je, Ze
fasy maji asilimila¢ni barviva ulozena v chromatoforech, nacez sinice maji chlorofyl-a
rozptylen ve vnéjs$i plazmé na tylakoidech. Sinice jsou pouze fotoautotrofni organismy,
pficemz fasy jsou schopny 1 mixotrofniho zplsobu vyzivy (Jakrlova a Pelikan, 1999;
Kastovsky, 2018; Poulickova a Juréak, 2001; Marsalek et al., 1996).

V rybnicich je vodni kvét do jisté miry Zadouci, protoZze vypovida o eutrofizaci
vody a dobrém pftirustku ryb. Naopak ve vodnich nadrzich je fytoplankton nezadouci,
jelikoz ucpava filtry a nasledné zhorSuje kvalitu pitné vody. NejvétSim problémem je, ze
fasy a sinice do okoli uvolnuji biologicky aktivni latky, které nésledné ovlivituji fyzikéalni
a chemické vlastnosti vody. PredevSim se jednd o cyanotoxiny, coZz jsou toxiny sinic,
které jsou vSak méné toxické nez toxiny bakterii, ale toxi¢téjsi nez toxiny vyssich rostlin.
Cyanotoxiny jsou nebezpecné pro ¢loveéka a suchozemska zvirata. Jejich u¢inky jsou
hepatotoxické, neurotoxické, cytotoxické, embryotoxické a dermatotoxické (Jakrlova

a Pelikan, 1999; Kastovsky, 2018; Poulickova a Jurcak, 2001; Marsalek et al., 1996).
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4 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat literarni reSers$i zaméfenou na snizovani
biologické kontaminace ve vodach. Dal§im cilem bylo provést laboratorni testy zaméfené
na snizovani biologické kontaminace ve vodach (napf. pomoci fotokatalyzy, pouzitim

peroxidu vodiku a SAVO original) a ziskané vysledky experiment vyhodnotit a kriticky
zhodnotit.
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EXPERIMETALNI CAST
5 MATERIAL

5.1 Testované organismy

Fotokatalytické metody a plisobeni peroxidu vodiku, titanové béloby ¢i chlornanu
sodného byly provadény na zelenych fasach rodu Parachlorella, druhu Parachlorella
kessleri, CCALA 253 ze Sbirky kultur autotrofnich organismt Ttebon, ¢islo kmene
LARG 1.

Stejné metody byly dale provadény na kvasinkach z rodu Saccharomyces, druhu
Saccharomyces cerevisiae, z komeré¢né dodavaného produktu kvasinky vinné Boletus.

Jako zastupce bakterii byl pouzit referencni kmen Escherichia coli CCM 3954
z Ceské sbirky mikroorganismii, Brno. Tento kmen byl pro dlouhodobé uchovavani

ulozen v kryozkumavkach v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.

5.2 Pristroje
- Analytické vahy (Kern ABJ)
- Autoklav (Systém VX-40)
- Denzitometr Den — 1 (Biosan)
- Filtra¢ni aparatura
- Fotokatalytické zatizeni (obrazek 13)
o Sklenéna kédinka s pracovnim objemem 300 ml
o Magneticka michacka (IKA colorsquid)
o Zdroj zafeni (UV-LED lampa CBM-120-UV-C14-FB365-21, firmy
Luminus) Zakladni parametry dodané vyrobcem - vloZzené napéti
(3,6 V), provozni proud (9 A), vinova délka zafeni (365 nm), tok zateni
(6,8 W), UV zdroj (12 x LED s zivotnosti 8 000 hodin)
- Horkovzdusny sterilizator (Memmert)
- Chladnicka (Gorenje, Electrolux)
- Mikroskop (Nikon Eclipse 80i s digitalni kamerou DSFI-1)
- Magneticka michacka s ohfevem (IKA RH Digital)
- Predvazky (Kern 440-49N)
- Termostat (Memmert)

- Ultrazvukova lazen (Bandelin-Sonorex)
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- UV lampa
- UV-VIS spektrofotometr (HACH LANGE DR 6000)
- Vortex (IKA lab dancer)

5.3 Laboratorni pomicky
- Laboratorni sklo — odmérné valce (rizné objemy), odmérné banky (rdzné
objemy), odmérné kadinky (rtzné objemy), Erlenmayerovy banky (rizné
objemy), stiicky, automatické pipety (rizné objemy), Spi¢ky, plastové Petriho
misky, Biirkerova komtrka, Kryci sklicka, podlozni skli¢ka, plastové zkumavky
(10 ml a 15 ml), kyvety, pinzety, filtr sklenéna vlakna Fischer Scientific F227
70 mm (velikost poru 0,3 um), lzicky, vazenky, plynovy kahan, L-hokejky,
jednorazové ockovaci klicky (1 pl a 10 pl), pinzety, Biichnerova nalevka,

vodni vyvéva

5.4 Chemikalie a reagencie
V tabulce 6 je uveden seznam vSech pouzivanych chemikalii a reagencii pro

piipravu roztok a kultivacnich médii.
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Tabulka 6 — Seznam pouzitych chemikalii

Nazev Vzorec Vyrobce
Aeroxide TiO2 P25 TiO2 Evonik industries
Destilovana voda H20 UPa
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, p.a.” KH2PO4 Lach-Ner
Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat, p.a. Co(NOs3)2:6H20 Lachema
Dusi¢nan sodny, p.a. NaNOs Lach-Ner
Hydrogenfosfore¢nan draselny, p.a. K2HPO4 Lachema
Hydroxid draselny, p.a. KOH Penta
Chlorid manganaty tetrahydrat, p.a. MnCl;-4H>0 Merck
Chlorid sodny, p.a. NaCl Lach-Ner
Chlorid vapenaty hexahydrat, p.a. CaCl,-6H20 Lach-Ner
Kyselina borita, p.a. H3BOs Lach-Ner
Kyselina chlorovodikova HCI Penta
Kyselina sirova 96%, p.a. H2SO4 Penta
Methanol, p.a. CH30OH VWR chemicals
Methylenova modi (pH = 4,6) C16H1sN3SCl Penta
Molybdenan sodny dihydrat Na:MoO4-2H20 Lach-Ner
Peroxid vodiku 30%, p.a. H20: Lach-Ner
SAVO original I:IZ(C:)IS (%If ;/00)/0-)" Unilever
Siran hotecnaty heptahydrat, p.a. MgSQO4-7H20 Lachema
Siran méd’naty pentahydrat, p.a. CuS0O4-5H20 Lachema
Siran zine¢naty heptahydrat, p.a. ZnS0O4-7TH20 Penta
Siran zeleznaty heptahydrat, p.a. FeSO4-7H20 Lach-Ner

*p.a. — Cistota chemikalii ,,pro analyzu”
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5.5 Kultiva¢ni média a roztoky
SA — Sabouraud Dextrose Agar (HiMedia, Indie)

Pro kultivaci kvasinek, plisni a acidotolerantnich bakterii. Slozeni je uvedeno

v tabulce 7.
Tabulka 7 — SloZeni Sabouraud Dextrose agar
SloZeni Gramii / litr
Mykologicky pepton 10,0
Dextrosa 40,0
Agar 15,0

Koneéné pH (pfi 25 °C 5,6 + 0,2)

Piiprava: Dle pokyni vyrobce bylo navazeno 65,0 g piipravku do 1000 ml
destilované vody. Smés byla zahfivana do Uplného rozpusténi. Dale byla sterilizovana
v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut. Po sterilizaci a po vychladnuti byla smés
nalévana do plastovych sterilnich Petriho misek. Takto ptipravené pidy byly uchovany

Vv chladnicce pfi teploté 5 °C.

MPA — Masopeptonovy agar (HiMedia, Indie)

Obecné pouzitelné kultivacni médium, jehoz sloZeni je uvedeno v tabulce 8.

Tabulka 8 — Slozeni Masopeptonového agaru

SloZeni Gramii / litr
Masovy pepton 10,0
Hoveézi extrakt 10,0
Chlorid sodny 5,0

Agar 15,0

Koneéné pH (pii 25 °C 7,2 £ 0,2)

Priprava: Dle pokynii vyrobce bylo navdzeno 40,0 g piipravku do 1000 ml
destilované vody. Smés byla sterilizovana v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Po
sterilizaci a po vychladnuti byla smés nalévana do plastovych sterilnich Petriho misek.

Takto ptipravené ptdy byly uchovany v chladnicce pfii teploté 5 °C.
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MPB — Masopeptonovy bujon (HiMedia, Indie)
Jednd se o agar obohaceny bujonem, na kterém se pé&stuji nendrocné bakterie.

Slozeni MPB je uvedeno v tabulkce 9

Tabulka 9 — Slozeni Masopeptonového bujonu

SloZeni Gramu / litr
Masovy extrakt (susina) 10,0
Pepton pro bakteriologii 10,0

Chlorid sodny 5,0

Kone¢né pH (pti 25 °C 7,2 £ 0,2)

Priprava: Dle pokyni vyrobce bylo navazeno 25,0 g MPB do vhodné sterilni
nadoby a nasledné bylo pfiddno 1000 ml destilované vody. Smés byla ve vhodnych
lahvich sterilizovana v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Po sterilizaci a po

vychladnuti byla smés uchovavana v chladnicce pfi teploté 5 °C.

Zasobni kultura kvasinek Saccharomyces cerevisiae

Do sterilni Erlenmayerovy banky byly pfidany 2 litry prevafené vychladlé vody.
Obsah sacku 0,6 g (komeréné dodavané susené kvasinky vinné Boletus) byl vysypan do
2 | ptevatené vody. Dale bylo do Erlenmayerovy banky pfidano 1,6 g zivné soli pro
kvasinky (komeréné dodavana Vinka Zivna sil pro kvasinky). Nasledn& bylo pfidano
28 = 0,5 g cukru krystal. Zasobni kultura byla vlozena na magnetické michadlo, aby bylo
docileno Uplné homogenizace. Erlenmayerova banka byla zakryta vickem, aby bylo
zamezeno piipadné kontaminaci vzorku. Celd zasobni kultura byla zahfivéna

na 30 + 2 °C a inkubovana za stalého michani 48 hodin.

Zivny roztok pro Fasy

Zasobni roztoky pro ptipravu zivného roztoku byly pfipraveny podle tabulky 10.
Nasledné byly sterilizovany v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut. Zivny roztok byl
pfipraven smichanim 10 ml kazdého roztoku ze zasobniho roztoku ZR I a po 1 ml

z kazdého roztoku ze zasobniho roztoku ZR Il — Ill a doplnén destilovanou na 1 1.
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Tabulka 10 — Zasobni roztoky soli pro piipravu zivného roztoku pro fasy

Koncentrace v ZR
Zasobni roztok (ZR) Chemikalie
[9/1000ml]

NaNO3 25

CaCl2-6H20 3,72

MgSO4-7H20 7,5

ZR |

K2HPO4 7,5

NacCl 2,5

KH2PO4 17,5

EDTA + KOH 50 (Chelaton I11) + 31 (KOH)
FeSO4-7H,0 498
ZR 11

+ HxSO, 1ml
HsBOs 11.42

ZnS04-7H0 8,82

MnCl;-4H,0O 1,44

ZR 111 (roztok
Na:MoO4-2H,0 0,242
mikroprvki)

CO(N03)2'6H20 0,49

CuS0,4-5H,0 1,57

Zasobni kultura ras

Byla piipravena zasobni kultura fas v zivném roztoku. Do 1 litru zivného roztoku
bylo pfidano 300 ml tfas. Do sterilni Erlenmayerovy banky se zdsobni kulturou tas bylo
vloZzeno michadlo a kultura byla vloZzena na magnetické michadlo, aby doslo
K homogenizaci zasobni kultury. Hrdlo Erlenmayerovy banky bylo zakryto buniéitou
vatou, aby se zabranilo pfipadné kontaminaci. Zasobni kultura byla inkubovana vzdy
2 tydny pod stalym umélym osvétlenim (4 vybojky po 18 W) pii laboratorni teploté
(27 £ 2 °C).

Priprava fyziologického roztoku

Byl piipraven 1 litr fyziologického roztoku pro fedéni mikrobidlni kultury.
Do 1 litru destilované vody bylo pifidano 9 g NaCl. Roztok byl nasledné sterilizovan
v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut.
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Priprava bakterialni kultury

Bakterialni kultura byla ptipravena ozivenim dlouhodob¢ skladované kultury E. coli
vV kryozkumavkach. Nasledn¢ byla inkubovéana 24 hod pti 30 °C, poté byla pfeockovana
na nové médium (MPA, MPB) a opét inkubovéana 24 hod pti 30 °C. Takto ptipravené
kultury na MPA byly ulozeny do chladnicky, kde byly pfi teploté 5 °C uchovavany pro
dalsi manipulaci. Kultury v MPB byly neustale v termostatu pti 30 °C, z této kultury bylo
vzdy odebrano uréité mnozstvi, které bylo dale fedéno destilovanou vodou, aby se
docililo pozadovaného zékalu. Cista bakterialni kultura byla pak dale doplnéna &istym

MPB a vlozena do termostatu, kde byla uchovéavana pii teploté 30 °C.
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6 PRACOVNI POSTUPY

6.1 Stanoveni koncentrace chlorofylu-a

Metodu stanoveni koncentrace chlorofylu-a specifikuje norma CSN EN 1SO 10260.
Z této normy vychdzel pracovni postup, pii kterém byla stanoveni koncentrace
chlorofylu-a. Roztok fas byl dikladné michan na magnetickém michadle. Bylo odebrano
10 ml vzorku tas. Vzorek byl zfiltrovan za snizeného tlaku filtrem ze sklenénych vlaken
s velikosti pora 0,3 um. Filtr byl vysuSen sanim, nastfihan na kousky a nésledné¢ byl
umistén do plastové 15 ml zkumavky. Do zkumavky s kousky filtru bylo napipetovano
10 ml methanolu. Suspenze byla extrahovana ptes noc, kdy byla zkumavka uchovavana
v chladni¢ce. Extrahovana kase byla zfiltrovana za snizeného tlaku filtrem ze sklenénych
vlédken s velikosti portt 0,3 um do kalibrované zkumavky (15 ml). Vzdy bylo odmétfeno
9 ml extraktu. Po extrakci nasledovalo fotometrické méteni. Cast extraktu (2 ml) byla
pievedena do kyvety a prométena na spektrofotometru. Z divodu, ze by extrakt mohl byt
zakalen, byla absorbance méfena pii vinové délce 665 nm korigovana na zakal odectenim
absorbance zméifené pii vinové délce 750 nm. Byla tedy zméfena absorbance pti vinové
délce 665 nm (Aees) a 750 nm (Azso) proti srovnavaci kyveté naplnéné methanolem.
Cast extraktu (7 ml) bylo okyseleno piidavkem 0,01 ml kyseliny chlorovodikové
0 koncentraci 3 mol/l. Smés byla dikladné protfepana. Po 10 minutich byla zmétena
absorbance znovu pii vinové délce 665 nm a 750 nm. Koncentrace chlorofylu-a (pc)
v miligramech na litr byla vypoc¢itana z rovnice 2. Béhem extrakce nesmély byt vzorky
vystaveny piimému svétlu nebo vzduchu, protoze by mohlo dojit k oxida¢nimu nebo

fotochemickému rozkladu, jelikoz je chlorofyl citlivy na svétlo a kyslik.

_(A-A) R 103,
C7 K.  (R-1) Vgd )

kde A = Ases — Arso je absorbance extraktu pfed okyselenim, Aa = Aeses — Arso je
absorbance extraktu po okyseleni, Ve je objem extraktu vml (10 ml), Vs je objem
meéteného vzorku v 1 (0,3 1), Kc = 82 1/pug: cm je pracovni spektralni absorpéni koeficient
chlorofylu-a, R = 1,7 je pomér A/Ag pro roztok ¢istého chlorofylu-a, ktery je pifeveden na
feofytin okyselenim, d je opticka draha kyvety v.cm (1 cm), 10° je piepoéitavaci faktor

ptrizpusobeny Ve. Ostatni fasové pigmenty (chlorofyl-b, chlorofyl-c) nebyly do stanoveni
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zahrnuty, protoze prispévek chlorofylu-b a chlorofylu-c k absorbanci pfi vinové délce

665 nm je zanedbatelny.

6.2 Postup odstranovani Fas pomoci fotokatalyzy

Do sklenéné sterilni kadinky bylo odméfeno 300 ml vzorku fas. Nasledné byla na
analytické vaze navazena riizna navazka fotokatalyzatoru TiO2 (0,05 g/l, 0,1 g/l, 0,25 g/I,
0,5g/1, 0,75g/l, 1 g/1, 1,25 g/1, 1,5 g/1, 3 g/1, 4 g/1, 5 g/1). Navazka byla ptidana ke vzorku
fas. Po dikladném rozmichani bylo odebrano 10 ml vzorku (t = 0 min). Do kadinky se
vzorkem bylo vlozeno michadlo a byla spusténa UV-LED lampa. V uréenych ¢asovych
intervalech (15 min) byly odebirany dal$i vzorky k analyze. Analyza trvala 150 min.
Vzorky byly zfiltrovany za sniZeného tlaku filtrem ze sklenénych vléken s velikosti pora
0,3 um. Vysuseny a na kousky nasttihany filtr byl vlozen do 15 ml zkumavky, do které
bylo nasledné napipetovdno 10 ml methanolu. Smés byla pfes noc extrahovana
v chladni¢ce. Druhy den byla smés opét zfiltrovana za sniZzeného tlaku filtrem ze
sklenénych vlaken s velikosti por 0,3 pum. Cast extraktu (2 ml) byla pievedena
do plastové kyvety a zmétena absorbance pfi vinové délce 665 nm a 750 nm. Zbyla ¢ast
extraktu (7 ml) byla okyselena 0,01 ml kyseliny chlorovodikové o koncentraci 3 mol/l.
Smés byla dukladné protfepana a po 10 minutach byla znovu zméfena absorbance pfti
vlnové délce 665 nm a 750 nm. Hodnoty byly dosazeny do rovnice 2, ze které byla

ziskana koncentrace chlorofylu-a v miligramech na litr.

Obrazek 13 — Aparatura pro fotokatalytickou degradaci fas (autor)
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6.3 Postup odstranovani ias pomoci H2O>

6.3.1 Postup odstramnovani ras pomoci H-0>

Do sklenéné sterilni kddinky bylo odméteno 300 ml vzorku tas. Vzorek byl vlozen
na magnetické michadlo. Nasledné bylo napipetovano ptesné mnozstvi 9,79 mol/l H2O-
(0,1 ml, 0,3ml, 0,5 ml, 0,7 ml, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml, 3 ml). Po ptidani H2O2 byl odebran
vzorek (10 ml) v ¢ase 0 min. Po 15 minutach byly odebirany dal$i vzorky. Posledni
vzorek byl odebran po 150 minutach. Vzorky tas byly zfiltrovany za snizeného tlaku
filtrem ze sklenénych vlaken s velikosti port 0,3 um. VysuSeny a na kousky nastiihany
filtr byl vlozen do 15ml zkumavky, do které bylo nasledné napipetovano
10 ml methanolu. Smés byla pies noc extrahovana v chladni¢ce. Druhy den byla smés
opét zfiltrovana za snizeného tlaku filtrem ze sklenénych vldken s velikosti pora 0,3 pm.
Cast extraktu (2 ml) byla pfevedena do plastové kyvety a zméfena absorbance pii vlnové
délce 665 nm a 750 nm. Zbyla ¢ast extraktu (7 ml) byla okyselena 0,01 ml kyseliny
chlorovodikové o koncentraci 3 mol/l. Smés byla dikladné protiepana a po 10 minutach
byla znovu zmétfena absorbance pii vlnové délce 665 nm a 750 nm. Hodnoty byly

dosazeny do rovnice 2, ze které byly ziskany koncentrace chlorofylu-a v mg/I.

6.3.2 Postup odstranovani as pomoci fotolyzy s pridavkem H2O;

Do sterilni sklenéné kddinky bylo odméfeno 300 ml vzorku tas. Vzorek byl vlozen
na magnetické michadlo. Néasledné¢ bylo napipetovano ptfesné mnozstvi 9,79 M H>0>
(0,1 ml, 0,3 ml, 0,5ml, 0,7 ml, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml, 3 ml). Po pfidani H2O> bylo odebrano
10 ml vzorku (t = 0 min) a byla zapnuta UV-LED lampa. Kazdych 15 minut byly
odebirany dal§i vzorky. Analyza byla ukoncena po 150 minutich. Vzorky fas byly
zfiltrovany za snizeného tlaku filtrem ze sklenénych vléken s velikosti pérd 0,3 um.
VysuSeny a na kousky nastiihany filtr byl vlozen do 15 ml zkumavky, do které bylo
nasledné napipetovano 10 ml methanolu. Smés byla pfes noc extrahovana v chladnicce.
Druhy den byla smés opét zfiltrovana za sniZzeného tlaku filtrem ze sklenénych vlaken
s velikosti port 0,3 pum. Cast extraktu (2 ml) byla pifevedena do plastové kyvety
a zméfena absorbance pfi vlnové délce 665 nm a 750 nm. Zbyla ¢ast extraktu (7 ml) byla
okyselena 0,01 ml kyseliny chlorovodikové o koncentraci 3 mol/l. Smés byla dikladné
protfepana a po 10 minutach byla znovu zmeéfena absorbance pii vilnové délce 665 nm
a 750 nm. Hodnoty byly dosazeny do rovnice 2, ze které byly ziskany koncentrace

chlorofylu-a v mg/I.
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6.4 Postup odstranovani Fas pomoci SAVO original

6.4.1 Postup odstraiovani fas pomoci SAVO original

Do sklenéné sterilni kadinky bylo odméteno 300 ml vzorku fas. Vzorek byl vloZzen
na magnetické michadlo. Bylo napipetovano piesné¢ dané mnozstvi SAVO original, kde
ucinnou latkou je NaClO (6 ul, 12 ul, 24 pl, 48 ul, 96 pl, 192 ul, 384 ul). Po ptidavku
SAVO original byl odebran prvni vzorek. Dalsi vzorky byly odebirany po 15 minutach.
Analyza byla ukoncena po 150 minutach. Vzorky fas byly zfiltrovany za sniZeného tlaku
filtrem ze sklenénych vlaken s velikosti port 0,3 um. VysuSeny a na kousky nastiihany
filtr byl vlozen do 15ml zkumavky, do které bylo nasledné napipetovano
10 ml methanolu. Smés byla pies noc extrahovana v chladni¢ce. Druhy den byla smés
opét zfiltrovana za snizeného tlaku filtrem ze sklenénych vldken s velikosti pora 0,3 pm.
Cast extraktu (2 ml) byla pfevedena do plastové kyvety a zméfena absorbance pfi vinové
délce 665 nm a 750 nm. Zbyla ¢ast extraktu (7 ml) byla okyselena 0,01 ml kyseliny
chlorovodikové o koncentraci 3 mol/l. Smés byla dikladné protiepana a po 10 minutach
byla znovu zméiena absorbance pii vinové délce 665 nm a 750 nm. Hodnoty byly

dosazeny do rovnice 2, ze které byly ziskany koncentrace chlorofylu-a v mg/I.

6.4.2 Postup odstrainovani as pomoci fotolyzy s piidavkem SAVO original

Do sterilni sklenéné kddinky bylo odméfeno 300 ml vzorku fas. Vzorek byl vlozen
na magnetické michadlo. Bylo napipetovano pfesné¢ dané mnozstvi SAVO original, kde
ucinnou latkou je NaClO (12 pl, 24 ul, 48 ul). Po ptidavku SAVO original byl odebran
prvni vzorek. Nasledn¢ byla zapnuta UV-LED lampa. Dals§i vzorky byly odebirany
po 15 minutach. Analyza byla ukonc¢ena po 150 minutach. Vzorky fas byly zfiltrovany
za snizeného tlaku filtrem ze sklenénych vlaken s velikosti pérti 0,3 um. Vysuseny a na
kousky nasttihany filtr byl vlozen do 15 ml zkumavky, do které bylo nasledné
napipetovano 10 ml methanolu. Smés byla pfes noc extrahovéana v chladni¢ce. Druhy den
byla smés opét zfiltrovana za sniZeného tlaku filtrem ze sklenénych vldken s velikosti
pori 0,3 pm. Cast extraktu (2 ml) byla ptevedena do plastové kyvety a zméiena
absorbance pii vinové délce 665 nm a 750 nm. Zbyla ¢ast extraktu (7 ml) byla okyselena
0,01 ml kyseliny chlorovodikové o koncentraci 3 mol/l. Smés byla dikladné protifepana
a po 10 minutach byla znovu zmétfena absorbance pii vinové délce 665 nm a 750 nm.
Hodnoty byly dosazeny do rovnice 2, ze které byly ziskany koncentrace chlorofylu-a

v mg/l.
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6.4.3 Postup odstrafiovani Fas pomoci fotokatalyzy s piidavkem SAVO original
Do sklenéné sterilni kadinky bylo odméteno 300 ml vzorku tas. Vzorek byl vlozen
na magnetické michadlo. Bylo napipetovano piesné dané mnozstvi SAVO original, kde
uc¢innou latkou je NaClO (12 ul, 24 ul, 48 ul). Dale bylo navazeno 1 g/l TiO>
(0,3 9/300ml). Po pridavku SAVO original a TiO2> byl odebran prvni vzorek.
Nasledn¢ byla zapnuta UV-LED lampa. Dalsi vzorky byly odebirany po 15 minutach.
Analyza byla ukoncena po 150 minutach. Vzorky tas byly zfiltrovany za snizeného tlaku
filtrem ze sklenénych vldken s velikosti pora 0,3 um. VysuSeny a na kousky nastiihany
filtr byl vloZzen do 15 ml zkumavky, do které bylo nasledné¢ napipetovano 10 ml
methanolu. Smés byla pies noc extrahovana v chladni¢ce. Druhy den byla smés opét
zfiltrovana za snizeného tlaku filtrem ze sklenénych vldken s velikosti pord 0,3 pum. Cast
extraktu (2 ml) byla pfevedena do plastové kyvety a zméfena absorbance pii vinové délce
665nm a 750 nm. Zbyla cast extraktu (7 ml) byla okyselena 0,01 ml kyseliny
chlorovodikové o koncentraci 3 mol/l. Smés byla dikladné protiepana a po 10 minutach
byla znovu zméfena absorbance pii vinové délce 665 nm a 750 nm. Hodnoty byly

dosazeny do rovnice 2, ze které byly ziskany koncentrace chlorofylu-a v mg/I.

6.5 Postup kvantitativni hodnoceni mikrobialnich kultur

6.5.1 Pi#imé stanoveni po¢tu bunék

K pfimému stanoveni poctu kvasinek byla pouzita pfimd mikroskopie, kdy byly
pocitany pocty zivych bunék v preparatu ze vzorku. Touto metodou lze ziskat i pocty
mrtvych bunék. Pfed samotnym odstranovanim byl pfipraven zasobni roztok kvasinek
0 zakalu 4+0,5 McFarland. Z tohoto zasobniho roztoku bylo odméfeno 300 ml
do sterilni sklenéné kadinky, ktera byla vlozena na magnetické michadlo. Nasledné byl
odpipetovan 1 ml vzorku. Déle bylo ptfiddno urcit¢ mnozstvi SAVO original (12 pl,
24 ul, 48 pl). Kazdych 15 minut byl odebiran 1 ml vzorku. VSechny vzorky byly ihned
po odbéru pocitany v Blirkerové komiirce. Byla pfipravena smés — 20 pl vzorku smichéno
s 20 pl methylenové modii o pH 4,6. Do prostoru mezi krycim sklickem a jamkou
Biirkerovy komurky bylo napipetovano 10 ul smési. Byl pouzit svételny mikroskop.
Byly pocitany zivé bunky kvasinek v 80-ti c¢tvercich. Nasledné byl pocet bunék

pfepocitan na pocet kvasinek v 1 ml dle rovnice 3.
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pocet bunék v 1 ml = 2% 550.1000 (3)

pocet étvercii

250  ptevod z mm? na mm?®

1000 zisk po¢tu bunék v 1 ml

6.5.2 NepFimé stanoveni po¢tu bunék plotnovou metodou

Vysledky kvantitativniho hodnoceni nartstu mikrobidlnich kultur (kvasinky,
bakterie) je poget CFU/mI. Toto hodnoceni vychazi znormy CSN EN ISO 8199.
Zakladem tohoto hodnoceni je pocitani narostlych koloniich na kultivacnich médiich.
Pti tomto stanoveni se postupovalo nasledovné. V prvnim kroku byl pfipraven zasobni
roztok kvasinek o zdkalu 4 +0,1 McFarland a zisobni roztok bakterie E. coli
0 pozadovaném zakalu. Ze zasobniho roztoku bylo odméieno 300 ml do sterilni sklenéné
kadinky. Byly odebrany 2 ml vzorku kvasinek/bakterii. 100 pl z tohoto vzorku bylo
aplikovano na kultiva¢ni médium (SA, MPA) a dale 1 ml tohoto vzorku byl postupné
fedén desitkovym fedénim, a to 10-1, 1072, 103, 10, 10, 10%. Do sterilnich zkumavek
bylo napipetovano 9 ml sterilniho fyziologického roztoku, do 1. zkumavky byl
napipetovan 1 ml odebraného vzorku Saccharomyces cerevisiae / E. coli, obsah
zkumavky byl dikladné promichan, z této zkumavky byl odebran 1 ml a napipetovan
do 2. zkumavky s 9 ml fyziologického roztoku, obsah promichan a znovu 1 ml pfenesen
do 3. zkumavky, timto zptisobem se postupovalo az do kone¢ného fedéni (obrazek 14).
Dal$im krokem bylo ockovani. Petriho misky s SA/MPA byly tadné popsany. Z kazdé
zkumavky s fedénim 10° az 1072 byl o¢kovan objem 0,1 ml suspenze na 1 misku, byly
ockovany 2 misky od kazdého ftedéni. Napipetovany objem byl rozetfen sterilni
L-hokejkou krouzivym pohybem po celém povrchu agaru. Pti pipetovani bylo dbano, aby
byly misky pfi roztirdni co nejméné otevieny, aby se zabranilo pfipadné kontaminaci.
Misky byly kultivovany dnem vzhiru pii teploté 30 °C. Byly odecitany po 24 hod,
48 hod a po 5dnech. V zavislosti na jejich poétu byl pouzit nasledujici vzorec
(rovnice 4), kdy byly k hodnoceni vybrany dvojice misek s nejvhodnéjsim fedénim
(takové fedéni, kde narostlo 15 — 150 kolonii kvasinek a 15 — 300 kolonii E. coli), byly
spocitany pocty kolonii na obou miskach tohoto fedéni. Vysledkem je hodnota CFU/ml,

tedy pocet bakterii schopnych tvofit jednu kolonii, tedy pocet bun¢k v 1 ml.
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_ Xc
N = V-(n1+ 0,1n;)-d (4)

N CFU = pocet bakterii schopnych tvofit jednu kolonii

e soucet vSech kolonii spocitanych na vybranych miskach

N1 pocet misek pouzitych pro vypocet z prvniho pouzitého fedéni
n2 pocet misek pouzitych pro vypocet z druhého pouzitého fedéni
d faktor pro vypocet prvniho pouzitého fedéni

V objem inokula ockovaného na kazdou z ploten

Fyziologicky
1oztok

S ml

r

o foa |

J )1 ml

Obrazek 14 — Nakres postupu fedéni kultury a nasledné ockovani na médium (prevzato a upraveno: MUNI,
2012)

6.6 Postup odstranovani kvasinek pomoci fotokatalyzy

Do sterilni sklenéné kadinky bylo ze zdsobniho roztoku o zdkalu 4 + 0,5 McFarland
odméieno 300 ml vzorku kvasinek. Z toho vzorku byly odebrany 2 ml a zpracovany dle
kap. 6.5.2. Do vzorku kvasinek bylo nésledné ptfidano urcité mnoZzstvi titanové béloby
(1 g/l, 3 g/l). Toto mnozstvi bylo zvoleno dle zavislosti odstraiovani fas z vody. Dale
bylo do kadinky vloZeno michadlo a kadinka byla umisténa na magnetické michadlo, po

fadném rozmichani TiO2 byla nasledné spusténa UV-LED lampa. Kazdych 30 minut byly
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odebirany 2 ml vzorku. VSechny odebrané vzorky byly vzdy ihned po odbéru opét
zpracovany dle kap. 6.5.2. U této metody nebylo mozné pouzivat piimé stanoveni poctu
bunck pomoci pocitani v Biirkerové komirce za pouziti svételné mikroskopie z divodu,
7e po smichani methylenové modii se vzorkem kvasinek, ktery jiZ obsahovat TiO2, byly

kvasinky v mikroskopu Spatn¢ viditelné.

6.7 Postup odstranovani kvasinek pomoci H>O>

Do sterilni sklenéné kadinky bylo ze zasobniho roztoku o zékalu 4 + 0,5 McFarland
odmeéteno 300 ml vzorku kvasinek. Z toho vzorku byly odebrany 2 ml a zpracovany dle
kap. 6.5.2. Hodnoceni ptavodniho vzorku se provadélo z divodu kontroly, zda zakal
4 McFarland odpovida stale stejnému poctu bunék. Do vzorku kvasinek bylo vloZeno
michadlo a kadinka byla umisténa na magnetické michadlo. Nésledn¢ bylo pfidano urcité
mnozstvi 9,79 M H2O2 (1 ml, 3 ml, 6 ml). Toto mnozstvi bylo zvoleno dle zavislosti
odstranovani fas z vody. Po piidani H202 byly odebrany 2 ml vzorku (t =0 min).
Kazdych 30 minut byly odebirany 2 ml vzorku. Vsechny odebrané vzorky byly vzdy
ihned po odbéru opét zpracovany dle kap. 6.5.2.

6.8 Postup odstranovani kvasinek pomoci SAVO original

Do sklenéné sterilni kadinky bylo ze zasobniho roztoku o zakalu 4 + 0,5 McFarland
odmeéteno 300 ml vzorku kvasinek. Z toho vzorku byly odebrany 2 ml a zpracovany dle
kap. 6.5.2. Do vzorku kvasinek bylo vlozeno michadlo a kadinka byla umisténa na
magnetické michadlo. Nasledn¢ bylo ptfidano uréité mnozstvi SAVO original (12 pl,
24 ul a 48 pl), kde ucinnou latkou je NaClO. Toto mnozstvi bylo zvoleno dle zavislosti
odstranovani tfas z vody. Po pfidani SAVO original byly odebrany 2 ml vzorku
(t = 0 min). Kazdych 30 minut byly odebirany 2 ml vzorku. VSechny odebrané vzorky
byly vzdy ihned po odbéru opét zpracovany dle kap. 6.5.2. Soucasn¢ byly vzorky
hodnoceny 1 pod svételnym mikroskopem, kdy se pfimo stanovoval pocet Zivych bunck
dle kap. 6.5.1. Tuto metodu piimého stanoveni bylo mozno pouzit, protoze zivé kvasinky

byly pod mikroskopem dobie rozpoznatelné.
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6.9 Postup odstranovani E. coli pomoci fotokatalyzy

Do sklenéné sterilni kadinky bylo odméfeno 300 ml vzorku E. coli
0 zékalu 0,5 McFarland. Z tohoto vzorku byly odebrany 2 ml, které byly dale zpracovany
dle kap.6.5.2. Do kadinky bylo vlozeno michadlo a kadinka byla umisténa na
magnetické michadlo. Dale bylo pfidano ur¢ité mnozstvi titanové béloby (1 g/l, 3 g/l).
Po fadném rozmichani byla nasledné¢ zapnuta UV-LED lampa. Kazdych 30 minut byly
odebirany 2 ml vzorku, které byly ihned po odbéru zpracovany dle kapitoly 6.5.2.

Déle byl proveden experiment, kdy bylo odméfeno stejné mnozstvi vzorku
0 stejném zakalu, ale bylo pfidano 1 g/l titanové béloby a 1 ml peroxidu vodiku.
Do kadinky bylo vlozeno michadlo a kadinka byla vloZzena na magnetické michadlo
a naslédné byla zapnuta UV-LED lampa. KaZzdych 30 minut byly odebirdny 2 ml vzorku,
které byly ihned zpracovany dle kap. 6.5.2.

6.10 Postup odstranovani E. coli pomoci H>O-

Do sklenéné sterilni kadinky bylo odméteno 300 ml vzorku E. coli o zékalu
0,3 McFarland. Z tohoto vzorku byly odebrany 2 ml, které byly dale zpracovany dle
kap. 6.5.2. Do kadinky bylo vlozeno michadlo a kadinka byla umisténa na magnetické
michadlo. Dale bylo pfidano ur¢ité mnozstvi peroxidu vodiku (1 ml, 3 ml, 6 ml).
Kazdych 30 minut byly odebirdny 2 ml vzorku, které¢ byly ihned po odbéru zpracovany
dle kapitoly 6.5.2.

6.11 Postup odstrafnovani E. coli pomoci SAVO original

Do sterilni sklenéné kadinky bylo odméteno 300 ml vzorku E.coli o zakalu
0,2 McFarland. Z tohoto vzorku byly odebrany 2 ml, které byly dale zpracovany dle
kap. 6.5.2. Do kadinky bylo vlozeno michadlo a kadinka byla umisténa na magnetické
michadlo. Dale bylo pfidano urcité mnozstvi SAVO original (192 ul a 384 pul).
Kazdych 30 minut byly odebirany 2 ml vzorku, které byly ihned po odbé&ru zpracovany
dle kapitoly 6.5.2.
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7 VYSLEDKY A JEJICH DISKUZE

7.1 Stanoveni chlorofylu-a

Pti fotokatalytickém odstraiiovani vzorku fas byla sledovana zavislost poklesu
koncentrace chlorofylu-a v ¢ase. Pro méfeni koncentrace byla zvolena UV/VIS
spektrofotometrie.

Pii experimentech se porovnavaly koncentrace chlorofylu-a, kdy bylo odebrano
20 ml vzorku. Nejdifive bylo stanoveno 10 ml vzorku a dalSich 10 ml vzorku bylo

stanoveno po 24 hodinach.

Tabulka 11 — Hodnoty koncentrace chlorofylu-avt=0 minat =24 hod

y Koncentrace chlorofylu-a Koncentrace chlorofylu-a
Cislo experimentu i
vt=0min vt=24hod
1 154,01 154,99
9 154,99 154,99
3 154,99 154,99

Z vysledku experimenttu (tabulka 11) vyplyva dobra reprodukovatelnost vSech tii
stanoveni, a to jak v ¢ase t = 0 min, tak po t = 24 hodin. Mizeme dale konstatovat, Ze pfi
vhodném uchovani vzorku (chlad, temno) je mozné provadét stanoveni 1 po 24 hodinach

bez ovlivnéni vysledki.

7.2 Fotolyza

Pti experimentech, kdy byla pouzita UV-LED lampa, byla u vzorku tas sledovana
zavislost narastu koncentrace chlorofylu-a v ¢ase.

Pfi experimentech se porovnavala hodnota koncentrace chlorofylu-a vt=0 min
avcase t=24 hod. Pocate¢ni koncentrace chlorofylu-a byla stanovena v rozmezi
153,020 — 155,98 mg/I.
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Graf 1 — Zavislost koncentrace chlorofylu-a na ¢ase — fotolyza

Z vysledkt expeimetu (grafl) je patrné, ze koncentrace chlorofylu-a po
24 hodinach vzrostla. Koncentrace se zvysila o priblizné 37,5 %. Lze tedy konstatovat, ze
fasy patii mezi relativné rychle rostouci organismy pii dodrzeni optimalnich podminek
(svétlo, teplo) pro jejich rust. Vzhledem k pouzité vinové délce zateni (365 nm) odpovida

tento vysledek ocekavani.

7.3 Odstranovani ras pomoci fotokatalyzy

Pii fotokatalytickém odstrailovani vzorku fas byla sledovana zavislost poklesu
koncentrace chlorofylu-a v case.

Pfi experimentech se porovnavaly rizné koncentrace katalyzatoru na bazi TiO2.
Experimenty byly provadény s koncentraci katalyzatoru 0,05 g/1, 0,1 g/1, 0,25 g/1, 0,5g/1,
0,75 g/l, 1 g/l, 1,25 g/l, 1,5 g/l, 3 g/l, 4 g/l, 5 g/l a s pocate¢ni koncentraci vzorku fas

0 pfiblizné koncentraci 160 mg/I.
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Graf 2 — Zavislost koncentrace chlorofylu-a na ¢ase, pii riizné koncentraci katalyzatoru

Z uvedenych vysledku (graf 2) plyne, ze pfi koncentraci katalyzatoru 1,5 g/1, 3 g/l,
4 g/l jiz po 105 min je koncentrace chlorofylu-a 0 mg/l, se zvysujici se koncentraci
katalyzatoru je prab&h reakce strméjsi. Pti koncentraci TiO2 1,25 g/l je koncentrace
chlorofylu-a 0 mg/l po 120 min, pro koncentraci katalyzatoru 0,75 g/l bylo pro dosazeni
0 mg/l chlorofylu-a potieba ¢asu 135 min. Dale z vysledkd vyplyva, Zze pouzitim
koncentraci katalyzatoru TiO2 0,05 g/l — 0,5 g/l se nedosahne koncentrace chlorofylu-a
0 mg/l. Vysledky také prokazaly, Ze navySovani koncentrace katalyzatoru nad 4 g/l jiz
nepovede k zvySovani Gi¢innosti a rychlosti odstraiovani chlorofylu-a, toto konstatovani
potvrzuje fakt, ze pfi koncentraci katalyzatoru 5 g/l, jiZ doSlo ke snizeni odstrafiovani
chlorofylu-a jako pfi pouziti koncentrace katalyzatoru 1 g/l. Duvodem je, ze jiz pfi
takové koncentraci katalyzatoru dochdzi k tomu, Ze se vytvoii vétsi shluky titanoveé
béloby, ¢imz se zmensi jeji povrch, atak dochazi ke sniZzené tvorbé hydroxylovych
radikalt, které by degradovaly chlorofyl-a. Optimalni hodnota katalyzatoru z hlediska
rychlosti a ucinnosti odstranovani chlorofylu-a je tedy 3 g/l (prubéh je totozny
s koncentraci TiO2 4 g/l), vezmeme-li v potaz i ekonomické hledisko, pak jako optimalni

koncetraci 1ze doporucit 1,5 g/l TiO2.
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7.4 Odstranovani ras pomoci H20>

Pfi odstranovani vzorku fas pomoci H20: byla sledovdna zavislost poklesu
koncentrace chlorofylu-a v case.

Byly provedeny dvé série experimentii. V prvni se sledoval pouze vliv ptidavku
samotného H203, ve druhé pak kombinovany vliv ptidavku H2O2 a UV-LED lampy.

Experimenty s pridavkem H20:2

Experimenty byly provadény s piidavky H202 (0,1 ml, 0,3 ml, 0,5 ml, 0,7 ml, 1 ml,
1,5 ml, 2 ml a 3ml) a s pocate¢ni koncentraci chlorofylu-a ve vzorku tas o ptiblizné
koncentraci 160 mg/l. Vysledky jsou v grafické podobé v grafu3 a znazoriuji, Ze
V pouzitém koncentra¢nim rozsahu nebylo dosazeno 100% ubytku chlorofylu-a.

Experimenty s piidavkem H202 a pomoci UV-LED lampy

Byly provedeny experimenty se stejnymi piidavky H20> jako v ptedeslém piipadé,
ale stim rozdilem, Ze vzorky byly dale béhem experimentu ozafovany za pouziti
UV-LED lampy. Vysledky jsou znazornény v grafu 4. Je patrny pozitivni vliv pfidaného
UV zafeni, nebot” doSlo k zvySenni ucinnosti odstraniovani chlorofylu-a. Od ptidavku
0,7ml H2O2 je pribéh daleko strméjsi. Od ptidavku 1,5 ml H2O2 jiz bylo po

150 minutach dosazeno koncentrace chlorofylu-a 0 mg/l.

mg/I
—e—0,1 ml H202

140 —e—0,3 ml H202
120 —e—0,5ml H202
100 0,7 ml H202
80 —e—1ml H202
60 1,5 ml H202
40 —e—2 ml H202
20 —e—3 ml H202
0 : : : : : : : : : —>
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
t (min)

Graf 3 — Zavislost koncentrace chlorofylu-a na ¢ase, s riznymi pfidavky H20,
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Graf 4 — Zavislost koncentrace chlorofylu-a na ¢ase, s riznymi ptidavky H20> s pouzitim UV-LED lampy

Z vysledku experimentt (graf 3, 4) je patrné, ze pouzitim UV-LED lampy jsou
reakce ¢inné&jsi. V obou experimentech pii piidavku H202 (1,5ml, 2ml, 3 ml) je
koncentrace chlorofylu-a po 150 minutach 0 mg/l, avSak s pouzitim UV-LED lampy ma
zavislost strméjsi prabeh. Pti pouziti vhodného ptidavku H202 je ucinnost této metody

100%.

7.5 Odstranovani i‘as pomoci SAVO original

Pf1 odstraiiovani tfas byla sledovdna zavislost poklesu koncentrace chlorofylu-a
Vv Case.

Pti experimentech se porovnavaly rizné piidavky SAVO original. Experimenty
byly provadény s piidavky SAVO original 6 pl, 12 ul, 24 pl, 48 ul, 96 pl, 192 pul
a 384 pl.
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Graf 5 — Zavislost koncentrace chlorofylu-a a na ¢ase po rtizném ptidavku SAVO original

Z uvedenych vysledku (graf 5) vyplyva, Ze po piidavku 6 ul SAVO original byly po
150 minutach odstranény pouze 2,56 % chlorofylu-a. Po pfidavku 12 pul SAVO original
klesla koncentrace chlorofylu-a po 150 minutaich z 155,98 mg/l na 123,40 mg/l,
odstranilo se tedy 20,89 % chlorofylu-a. Po ptidavku 24 pl SAVO original klesla
koncentrace chlorofylu-a po 150 minutach z 154,99 mg/l na 65,16 mg/l, odstranilo se
57,96 % chlorofylu-a. Ptidavkem 48 pl bylo po 150 minutach odstranéno 80,50 %
chlorofylu-a. Po ptidavku 96 ul SAVO original bylo po 150 minutach odstranéno
91,08 % chlorofylu-a. Pfidavkem 192 ul a 384 ul SAVO original klesla koncentrace
chlorofylu-a na 0 mg/l jiz po 135 minutach. Z experimentl vyplyva, ze ptidavkem
dvojnasobku SAVO original klesd dvojnasobné koncentrace chlorofylu-a.

Vyrobce uvadi, ze Sokovéa davka pii vyskytu fas je 240 ml SAVO original na 3 m?
vody, coz tedy odpovida 24 ul SAVO original na 300 ml vody. Z naSich vysledki je vSak
ziejmé, ze touto davkou se odstranilo pouze 57,96 %. Pro 100% odstranéni mnozstvi fas
(odpovidajicimu 160 mg/l chlorofylu-a) by bylo potieba davkovat 8-mi nasobek

doporu¢eného mnozstvi SAVO original.
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Odstranovani ias pomoci fotokatalyzy s pifidavkem SAVO original

Pti odstraiiovani tas byla sledovdna zavislost poklesu koncentrace chlorofylu-a
Vv Case.

Pii téchto experimentech se porovnavaly ucinky piidavka (12 ul, 24 ul, 48 ul)
SAVO original, ptidavku stejnych ptidavkt SAVO original s pouzitim UV-LED lampy
a stejnych pridavkii SAVO original s ptidavkem katalyzatoru (1 g/l) s pouzitim UV-LED
lampy.

pe (M) ;¢

140
120
100 —o— 12 ul SAVO
80
—0— 12 ul SAVO + UV LED lampa
60
a0 + —8— 12 ul SAVO + UV LED lampa
+1g/1 TiO2
20 T+
0 } } } } } } } } } }
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
t (min)

Graf 6 — Zavislost koncentrace chlorofylu-a na ¢ase, pii pfidavku 12 ul SAVO original

140
120
100 ——24 ul SAVO
80
—8—24 ul SAVO + UV LED lampa
60
40 —e—24 ul SAVO + UV LED lampa
+ 19/l TiO2
20 T
0 } } } } } } } } } }
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150

t (min)

Graf 7 — Zavislost koncentrace chlorofylu-a na ¢ase, pfi pfidavku 24 pul SAVO original
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Graf 8 — Zavislost koncentrace chlorofylu-a na ¢ase, pii ptidavku 48 ul SAVO original

Z vysledku (graf 6, 7, 8) vyplyva, ze v porovnani mezi ptidavky 12 ul, 24 pl a 48 pl
je nejucinngjsi pridavek 48 pul SAVO original. Pfi porovnani metod mezi pridavkem
SAVO original, pfidavkem SAVO original s pouzitim UV-LED lampy a ptidavkem
SAVO original s pouzitim katalyzatoru (1 g/l) a spouzitim UV-LED lampy, je
nejucinngjsi metodou ptidavek katalyzatoru s pouzitim UV-LED lampy. Pfi pouziti 48 pl

SAVO original, 1 g/l katalyzatoru a UV-LED lampy se odstranilo 98,08 % chlorofylu-a.

7.6 Odstranovani kvasinek pomoci fotokatalyzy

Pii fotokatalytickém odstranovani vzorku kvasinek byla sledovana zavislost
poklesu poctu bunék v ¢ase. Pro méfeni byla pouZita metoda nepfimého stanoveni poctu
bunck plotnovou metodou.

Pfi experimentech se porovnavaly rizné koncentrace katalyzatoru na bazi TiO2.

Experimenty byly provadény s koncentraci katalyzatoru 1 g/l, 3 g/l. Pocatec¢ni zakal

4 + 0,1 McFarland.
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Graf 9 — Zavislost poctu kvasinek v 1 ml na ¢ase — ptidavek katalyzatoru TiO;

Ze zavislosti (graf 9) vyplyva, ze pii zakalu 4 + 0,1 McFarland je na pocatku
1,12-107 kvasinek. Pii ptidavku 1 g/l TiO2 je po 120 min odstranéno 75 % kvasinek.
Pti ptidavku 3 g/l TiOz je po 120 min odstranéno 97,5 % kvasinek.

7.7 Odstranovani kvasinek pomoci H>O-
Pti odstraiiovani kvasinek pouzitim peroxidu vodiku byla sledovédna zavislost poctu
bunck v Case. Byla pouzita metoda nepfimého stanoveni po¢tu bunék plotnovou metodou.
Pti téchto experimentech se porovnavaly uéinky ptidavkda (1 ml, 3 ml, 6 ml)

peroxidu vodiku. Pocate¢ni zakal byl 4 = 0,1 McFarland.

pocet bunék v 1 mi
330000

—o—1 ml H202

275000 —e—3 ml H202

—e—6 ml H202
220000
165000
110000
55000
0
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Graf 10 — Zavislost po¢tu kvasinek v 1 ml na ¢ase — pfidavek H.O>
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Z grafu 10 je patrné, Ze na pocatku bylo 3,3-10° kvasinek. Oproti pfedchozimu
experimentu je pocet bunék vyrazné nizsi.

Z grafu dale vyplyva, ze pfidavek 3 ml a 6 ml H20; odstranuje kvasinky podobnou
rychlosti. AvSak pii pfidavku 6 ml H202 je odstranéno po 120 minutach 99,64 %
kvasinek a u pfidavku 3 ml H202 je odstranéno 95,9 % kvasinek. Pii pouziti 1 ml H20> je
odstranéno 86,3 % kvasinek. Byly zkoumany i mensi pfidavky H20., avSak u téchto

nebyly prokazatelné zadné vysledky, proto nejsou v grafu uvedeny.

7.8 Odstranovani kvasinek pomoci SAVO original

Pfi tomto stanoveni u ptfidavku 24 pl SAVO original byly vyuzity obé dvé
metody: metoda piimého pocitani bun€k v Biirkerové komurce s pouzitim svételného
mikroskopu a metoda nepfimého stanoveni poctu bunék plotnovou metodou. Tyto dvé
metody se mezi sebou porovnavaly.

Pti dal$im experimentu se sledovala zavislost ibytku poctu bunék v 1 ml na case.
Porovnavaly se 3 ptidavky SAVO original — 12 pl, 24 pul a 48 pl. Pfi tomto experimentu
byla pouzita metoda pifimého stanoveni poctu bunék. Pocatecni =zdkal byl

4 + 0,1 McFarland.

pocet bunék v 1 ml

6000000 -

—8— 24 ul SAVO original- mikroskopie
—&— 24 ul SAVO original - plotnova metoda

4800000

3600000 H

2400000 -

1200000 -

t (min)

Graf 11 — Zavislost po¢tu kvasinek v 1 ml na ¢ase — pfidavek 24 pl SAVO original
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Ze zavislosti (graf 11) vyplyva, ze pocateéni pocdet bun&k byl 6,0-10° kvasinek.
V tomto pfipadé, se pocet bunék také liSi, rozdil mize mit stejnou pficinu jako
v piedchéazejicim experimentu.

Z grafu je patrné, ze pocet bunék lincarné klesa, avsak ani t€émito pfidavky nedojde
po 120 min K uplnému odstranéni kvasinek. Z vysledkd je patrné, ze po piidavku
dvojnasobné davky, nez je davka doporucena vyrobcem (6 ul SAVO original na 300 ml),
se po 120 min odstranilo 75 % kvasinek. Po 30 min se odstranilo pouze 12 % kvasinek.

Déle je ze zavislosti zfejmé, ze metoda pfimého stanoveni poctu buné¢k a metoda

nepfimého stanoveni poctu plotnovou metodou vykazuji prakticky shodné vysledky.

pocet bunék v 1 ml

6000000

4800000

—o— 12 ul SAVO original
—0—24 ul SAVO original

3600000 + ——48 ul SAVO original
2400000 +
1200000 —+
0 ; f f f
0 30 60 90 120

t (min)

Graf 12 — Zavislost poctu kvasinek v 1 ml na ¢ase — metoda piimého stanoveni s pfidavkem SAVO original

Z vysledka (graf 12), kde byly pouzity 3 pfidavky SAVO original — 12 pl, 24 ul
a 48 pl, je patrné, ze rozdil v odstranéni neni nijak razantni. Pfi nejniz§im piidavku se po
120 min odstranilo 68 % kvasinek, pfi ptidavku 24 ul se odstranilo 75 % kvasinek a pii
nejvyssim pfidavku SAVO original se odstranilo 79 % kvasinek. Pfi tomto experimentu
se provadéla pouze metoda pfimého stanoveni poctu bunéck, protoze v piedchédzejicim

experimentu (graf 11) bylo ovéfeno, ze obé dvé metody jsou stejné spolehlivé.
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7.9 Odstranovani E. coli pomoci fotokatalyzy

Pii fotokatalytickém odstrafiovani E. coli byla sledovdna zavislost poklesu poctu
bunék v ¢ase. Pro stanoveni poctu byla pouzita metoda neptimého stanoveni poc¢tu bunck
plotnovou metodou.

Pti experimentech se porovnavaly rizné koncentrace katalyzatoru na bazi TiO».
Experimenty byly provadény s koncentraci katalyzatoru 1 g/l, 3 g/l a s pocateénim
zékalem 0,5 McFarland. Dale byl proveden experiment, kdy byl ke vzorku bakterii byl
ptidan 1 g/l katalyzatoru na bazi TiOz2a 1 ml H20..

pocet bunék

300000000
250000000

200000000
—o—1¢g/I TIO2
—e—3 g/l TiIO2
—e—1 g/l TiO2 + 1 ml H202

150000000

100000000

50000000

0 30 60 90 120

t (min)

Graf 13 — Zavislost poc¢tu E. coli v 1 ml na ¢ase — piidavek katalyzatoru TiO (popt. H207)

Na grafu 13 je znazornéno pocatecni mnozstvi bunék, odpovidajici zakalu
0,5 McFarland, které je 3,0-108. Dale je patrné, ze pii pridavku 1 g/l TiO2 se odstranilo
po 120 minutach 98,3 % bakterii a pii pfidavku 3 g/l TiO2 se po 90 minutach odstranilo
90 % apo 120 minutach se odstranilo jiz 100 % bakterii E. coli. Je patrné, ze rozdil
Vv rychlosti odstraiovani mezi jednotlivymi ptfidavky neni nijak velky.

Dale je z grafu zfejmé, ze pii pridavku 1 g/l TiO2 a 1 ml H202 se po 120 minutach
odstranilo téméf 100 % (zistalo 3,9-10° bun&k), aviak priib&h reakce je vyrazné rychlejsi

oproti samotnému ptidavku TiO2, protoze po 30 minutach je ubytek bakterii 99%. Podle
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mikrobiologickych ukazatelti a limiti je vSak nejvys$si pfipustnou hodnotou pro pitnou

vodu ptitomnost E. coli odpovidajici 0 CFU/100 ml.

7.10 Odstranovani E. coli pomoci H20>

Pti odstranovani E. coli pomoci pfidavku H20; byla sledovana zavislost poklesu
poctu bunék v ¢ase. Pro stanoveni poctu byla pouzita metoda nepiimého stanoveni poctu
bunck plotnovou metodou.

Pfi experimentech se porovnavaly rizné koncentrace piidavku H202 (1 ml, 3 ml,

6 ml) a s pocate¢nim zakalem 0,3 McFarland.

pocet bunék

480000 +

420000

—e— 1 ml H202
—o— 3 ml H202
—e— 6 ml H202

360000

300000 T+

240000 —+

180000 -+

120000 +

60000 +

0

0 30 60 90 120 t (min)

Graf 14 — Zavislost poctu E. coli na ¢ase — pfidavek H20;

Ze zavislosti (graf 14) vyplyva, ze zakalu 0,3 McFarland odpovida pocate¢ni pocet
bungk E. coli 4,6-10°. Je patrné, ze pti piidavku 1 ml H202 se po 120 minutach odstrani
94,1 % bakterii. Pfidavkem 3 ml H20, se odstrani po 2 hodinach 97,3 % bakterii.
Po pfidani 6 ml H202 se odstranilo 99,7 % bunék E. coli, avSak pocet bun¢k byl po

120 minutach 1,5-103, coz je opét hodnota nevyhovujici mikrobiologickym limitéim.
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7.11 Odstranovani E. coli pomoci SAVO original

Pfi odstranovani E. coli pomoci pfidavku SAVO original byla sledovana zavislost
poklesu poctu bunék v case. Pro stanoveni poctu byla pouzita metoda nepiimého
stanoveni poctu bun¢k plotnovou metodou.

Pfi experimentech se porovnavaly rtzné koncentrace piidavku SAVO original
(192 ul a 384 ul) s pocateénim zakalem 0,2 McFarland. Byly provedeny i pokusné
experimenty s niz8imi piidavky (12 ul, 24 ul, 48 ul), avsak pii téchto experimentech

nebyl patrny zadny pokles, proto data nejsou v grafu uvedena.

pocet bunék v 1 ml
80000 +

70000
60000 +
50000 +
40000 +
30000 +
20000 +
10000 +

0 ; ; ; ;

—0— 192 ul SAVO original
—0— 384 ul SAVO original

t (min)

Graf 15 — Zavislost poc¢tu E. coli na ¢ase — piidavek SAVO original

Z grafu 15 je ziejmé, 7e pocate¢ni pocet bunék E. coli v1ml je 7,7-10% Tato
hodnota odpovida zakalu 0,2 McFarland. V grafu je zndzornéna zavislost Ubytku poctu
bunék pii pridavku 192 ul a 384 ul SAVO original. Tato hodnota odpovida
8nasobku/16nasobku $okové davky (240 ml SAVO original na 3 m® vody) uvedené na
obalu od vyrobce. U této metody byl stanoven nizsi zakal, protoze vyrobce neuvadi, pfi
jakém mnozstvi je SAVO original G¢inné, proto jsme volili niz§i zakal, aby byly
prokazatelné ucinky.

Z grafu vyplyva, ze tyto ptidavky bakterie neodstranily. Po 120 minutdch pfti
piidavku 192 ul bylo odstranéno 66,1 % E. coli. Pti ptidavku 384 ul bylo po 2 hodinach
odstranéno 94,3 % bakterii, ale koneény pocet bunék je 4,4-10% coz opé&t znamend, Ze to

nevyhovuje mikrobiologickému limitu (0 CFU/Iml).
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat literarni reSer$i zaméfenou na snizovani
biologické kontaminace ve vodach a experimentalné vyzkouset vybrané metody, kterymi
by bylo mozné tuto kontaminaci z vody odstranit.

Testovanymi metodami byla fotolyza, fotokatalyza, pouziti peroxidu vodiku,
chlornanu sodného (SAVO original) a jejich kombinace s fotolyzou a fotokatalyzou. Jako
modelové priklady biologické kontaminace byla pouzita fasa Parachlorella kesslerdi,
kvasinka Saccharomyces cerevisiae a bakterie Escherichia coli.

V piipadé odstraiiovani fas vyjadiené poklesem koncentrace chlorofylu-a bylo
dosazeno téchto vysledki:

Pti samotném pouziti peroxidu vodiku nebylo v ¢ase 150 minut ani v piipadé
ptidavku 3 ml H,O; dosazeno 100% odstranéni chlorofylu-a. Uéinnost se zvysila
pouzitim kombinace H.O> s UV-LED lampou, kdy bylo jiz pti ptidavku 1,5 ml H20>
dosazeno po 150 minutach hodnoty koncentrace chlorofylu-a 0 mg/I.

Experimenty za pouziti fotokatalyzy (fotokatalyzator TiO2) prokazaly vybornou
ucinnost pro snizovani koncentrace chlorofylu-a. Z ekonomického pohledu a z hlediska
ucinnosti a rychlosti odstranéni chlorofylu-a je optimdlni mnozstvi pouzitého
katalyzatoru 1,5 g/l TiOo.

Pouzitim ptipravku SAVO original bylo dosazeno 100% uéinku odstranéni
chlorofylu-a az pti ptidavku 192 pl. Doporuéené davkovani dané vyrobcem je 240 ml na
3 m2 vody, pti tomto davkovani bylo dosazeno 58% ubytku chlorofylu-a.

V piipadé odstranovani kvasinek vyjadiené tbytkem pocétu bunék v 1 ml bylo
dosazeno téchto vysledki:

Pti odstranovani pomoci H202 byly testovany 3 ruzné piidavky (1 ml, 3 ml, 6ml
H202). AZ za pouziti nejvysSiho pfidavku bylo po 120 min dosazeno 100% odstranéni
kvasinek.

Pti fotokatalytickém odstranéni byly pouzity dvé navazky katalyzatoru TiO2 (1 g/l,
3 g/l). V ptipadé pouziti vyssi navazky bylo v ¢ase 120 min dosazeno uc¢innosti
odstranéni kvasinek 97,5 %.

Experimenty s ptidavkem SAVO original probihaly na tfech urovnich (12 pl, 24 pl,
48 ul) ani v jednom piipadé nebylo po 120 min dosazeno 100% odstranéni kvasinek.

Nejlepsi vysledek byl dosazen s piridavkem 48 ul, a to 79 %.
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V ptipad¢ odstranovani E. coli vyjadfené ubytkem poctu bunék v 1 ml bylo
dosazeno téchto vysledki:

Pfi odstranovani pomoci H202 byly testovany 3 rtzné piidavky (1 ml, 3 ml, 6 ml
H202). Za pouziti nejvysSiho piidavku bylo po 120 min dosazeno 99,7% odstranéni
E. coli.

Pti fotokatalytickém odstranéni byly pouzity dvé navazky katalyzatoru TiO2 (1 g/l,
3 g/l). V ptipadé pouziti vy$si navazky bylo v ¢ase 90 min dosazeno 100% ucinnosti
odstranéni E. coli. V pifipadé pouziti kombinace fotokatalyzy (1 g/l TiO2) a ptidavku
H20:2 (1 ml) bylo dosazeno 100% ucinnosti odstranéni E. coli jiz po 30 min.

Experimenty s pfidavkem SAVO original probihaly na tfech urovnich (192 pl,

384 ul) ani v jednom ptipadé nebylo po 120 min dosazeno 100% odstranéni E. coli.

Obecné Ize fici, ze existuje fada metod, kterymi je mozné rizné organismy z vody

ostrailovat. Kromé testovanych metod stoji za zminku napf. pouziti membranovych

24

fotokatalyticka.
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